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1. RESUMEN DE LA TESIS DOCTORAL 
 
1.1. RESUMEN EN CASTELLANO 
Las enfermedades neurodegenerativas son una de las principales causas de 
mortalidad y morbilidad en la población de los países desarrollados. Las dos 
enfermedades más representativas son la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de 
Alzheimer. Actualmente afectan a alrededor de 50 millones de personas en todo el 
mundo y, dado que la esperanza de vida está en aumento, se cree que este número se 
incrementará notablemente en los próximos años. Su tratamiento constituye uno de los 
retos más importantes en la medicina actual. 
Estas enfermedades se caracterizan por una disminución de determinadas 
poblaciones neuronales que se refleja clínicamente por la aparición de una 
sintomatología específica. No obstante, a día de hoy, su etiología sigue siendo 
desconocida. El origen último de las causas involucradas en estas patologías suele 
residir en procesos poco específicos en los que se implican numerosos factores como la 
respuesta inmune, la inflamación, el estrés oxidativo, la disfunción mitocondrial, la 
apoptosis, el funcionamiento de los mediadores celulares o la neurotransmisión. Debido 
a la compleja etiología de estas enfermedades, hoy se trabaja en el desarrollo de 
fármacos que sean capaces de actuar sobre múltiples dianas terapéuticas responsables de 
la patogenia de la enfermedad.  
Desde el inicio de la medicina, el mundo vegetal ha desempeñado un papel clave en 
el desarrollo de fármacos con importantes actividades biológicas. Las cumarinas tienen 
gran interés por sus demostradas y diversas actividades farmacológicas. Sus 
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, secuestradoras de radicales libres o 
inhibidoras enzimáticas, entre otras, hacen de ellas scaffolds interesantes en la búsqueda 
de nuevos fármacos. Del mismo modo, estructuras conocidas como el resveratrol y la 
curcumina también constituyen farmacóforos interesantes para el diseño, síntesis y 
evaluación farmacológica enfocados en la obtención de nuevas moléculas multidiana. 
En la presente tesis doctoral se han estudiado derivados de cumarina (análogos 
híbridos resveratrol-cumarina, derivados de amidocumarina y análogos híbridos 
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curcumina-cumarina) con potencial aplicación en el tratamiento de las enfermedades 
neurodegenerativas. Así, para estos nuevos derivados de cumarina se ha evaluado: (i) su 
actividad inhibidora sobre las MAO, las ChE, la BACE1, la COX y su capacidad 
secuestradora de radicales libres; (ii) su actividad neuroprotectora frente a H2O2 en dos 
modelos celulares: neuronas de cultivo primario y células de línea SH-SY5Y; (iii) su 
capacidad de neutralización de ERO en células SH-SY5Y; (iv) su capacidad de 
modificar la expresión del ARNm codificante de Nf-κB, Nrf2, Casp3 y TNF-; (v) de 
forma teórica, se han analizado sus propiedades moleculares y de paso a través de 
membranas biológicas; (vi) para aquellos compuestos que mostraron una mayor 
potencia como inhibidores de MAO-B se ha estudiado su actividad in vivo en ratones 
modelo de Parkinson en el test de campo abierto; (vii)  para los que mostraron una 
mayor potencia como inhibidores de AChE se ha estudiado su actividad in vivo en 
ratones modelo de Alzheimer utilizando el test de reconocimiento de objeto y, en ambos 
casos, (viii) se ha estudiado su biodisponibilidad. 
Los resultados obtenidos muestran que los análogos híbridos resveratrol-cumarina 
presentan un perfil farmacológico más prometedor que los análogos híbridos 
curcumina-cumarina. Algunos de ellos son candidatos con potencial terapéutico para el 
desarrollo de fármacos para el tratamiento de la EA o de la EP por su perfil multidiana. 
Las diferentes sustituciones sobre este esqueleto permiten obtener inhibidores duales 
MAO-B/ChE, BACE1/COX ó MAO-B/COX muchos de los cuales presentan una 
acción neuroprotectora con un mecanismo de acción independiente de la inhibición de 
la actividad enzimática. Un sustituyente benzamido o heteroarilamido en posiciones 3 ó 
7 del núcleo de cumarina originó también inhibidores duales MAO-B/AChE o MAO-
B/BACE1. Aunque no ha sido posible determinar su biodisponibilidad, los compuestos 
MC151 y MJM470 (inhibidores de MAO-B) resultaron activos en la evaluación in vivo 
en ratones reserpinizados modelo experimental de EP, incrementando la distancia 
recorrida, velocidad y tiempo en movimiento. MJM255 (inhibidor de AChE) presentó 
un efecto similar al de la eserina en la evaluación in vivo en ratones modelo 
experimental de EA.  
1.2. ABSTRACT IN ENGLISH 
Neurodegenerative diseases are one of the main causes of morbidity and mortality 
at developed countries. Both of the most representative are Parkinson’s Disease and 




Alzheimer’s Disease. They currently affect approximately fifty million people around 
the world and, given that life expectancy keeps on getting higher, it is believed that this 
number will notably increase within the next years. Their treatment constitutes one of 
current medicine's main challenges. 
These diseases are characterised by a decrease of certain neural groups, which 
clinically reflects with the apparition of a precise symptomatology. Nonetheless, as of 
today, its aetiology is still unknown. These involved causes origin usually resides on 
unspecific processes in which many factors are included, such as immune response, 
inflammation, oxidative stress, mitochondrial dysfunction, apoptosis, neural mediators 
functionality or neurotransmission. Due to this disease's complex aetiology, we are 
currently working on the development of treatments that are able to act over multiple 
therapeutic targets responsible for the disease's pathogenesis.  
From its origins, medicine has always looked at the plant kingdom to look for 
treatments with important biological activity. The coumarins are of great interest due to 
their tested and diverse pharmacological activities. Its anti-oxidant, anti-inflammatory, 
free radicals sequestrant and enzymatic inhibition properties, amongst others, make 
them interesting scaffolds for the research of new treatments. Also, known structures 
such as resveratrol and curcumin constitute interesting pharmacophore for the design, 
synthesis and pharmacological evaluation focused on collecting new multi-target 
molecules. 
On this doctoral thesis, coumarin derivatives (resveratrol-coumarin hybrid analogs, 
amidocoumarin derivatives and curcumin-coumarin hybrid analogs) with potential 
neurodegenerative diseases treatment applications have been studied. So, for this new 
coumarin derivatives it has been evaluated: (i) its inhibitory activity over MAO, ChE, 
BACE1, COX and its free radicals sequestrant property; (ii) its neuroprotective activity 
against H2O2 in two cell models: primary culture neurones and SH-SY5Y cells; (iii) its 
ROS neutralising properties on SH-SY5Y cells; (iv) its modifying properties for the 
ARNm expression, codifying of Nf-b Nrf2 Casp3 and TNF; (v) in theoretical form, 
its molecular and pass properties through biological membranes have been analysed; 
(vi) so the compounds that showed a greater potential as MAO-B inhibitors have been 
studied in vivo on Parkinson model mouses on open field test; (vii) for the ones that 
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showed more potential as AChE inhibitors its activity has been studied in vivo on 
Alzheimer model mouses using the object recognition test and in both cases, (viii) its 
bioavailability has been studied. 
The results obtained show that the resveratrol-coumarin hybrid analogs have a more 
promising pharmacological profile than the curcumin-coumarin hybrid analogs. Some 
of them are candidates with therapeutic potential for the development of drugs for the 
treatment of AD or PD due to their multitarget profile. The different substitutions on 
this scaffold allow to obtain dual MAO-B/ChE, BACE1/COX or MAO-B/COX 
inhibitors, many of which have a neuroprotective action with a mechanism of action 
independent of the inhibition of enzymatic activity. A benzamido or heteroarylamido 
substituent at positions 3 or 7 of the coumarin nucleus also produced dual  
MAO-B/AChE or MAO-B/BACE1 inhibitors. Although it has not been possible to 
determine their bioavailability, the compounds MC151 and MJM470 (MAO-B 
inhibitors) were active in the in vivo evaluation in reserpinized mice experimental 
model of PD, increasing the locomotor activity, speed and time in movement. MJM255 




























2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1. INTRODUCCIÓN 
Las enfermedades neurodegenerativas suponen desde hace años, junto con las 
enfermedades vasculares y las oncológicas, la principal causa de mortalidad y 
morbilidad en la población de los países desarrollados. Entre las enfermedades 
neurodegenerativas destacan por su frecuencia, morbilidad y complejidad la enfermedad 
de Alzheimer (EA) y la enfermedad de Parkinson (EP), cuyo conocimiento y 
tratamiento constituyen uno de los retos sanitarios más importantes en la medicina 
actual1,2. 
La mejora de las condiciones socioeconómicas de la población en los países 
desarrollados ha supuesto un aumento de la esperanza de vida. Este hecho se ha visto 
acompañado de un incremento de la prevalencia de enfermedades asociadas a la edad, 
como son la EP y la EA, que en su conjunto afectan a aproximadamente 50 millones de 
personas en todo el mundo. Dado que la esperanza de vida continúa en aumento, se cree 
que el número de pacientes que padezca estas patologías se incrementará notablemente 
en los próximos años. El curso crónico de este tipo de enfermedades produce un 
empeoramiento de los pacientes paulatino pero imparable, cuyo último escalón es la 
muerte, pero su impacto destructivo es también enorme en las familias de los afectados 
y en los sistemas de salud1,2. 
A pesar de las diferencias existentes entre estas enfermedades, ambas se 
caracterizan por una disminución de determinadas poblaciones neuronales, que se 
refleja clínicamente en la aparición de una sintomatología específica como la 
modificación en el control y coordinación del movimiento en la EP o las alteraciones en 
los procesos de memoria y lenguaje en la EA3,4. Sin embargo, la causa última del inicio 
del desarrollo de estas enfermedades todavía no está clara; tampoco existen métodos de 
cribado eficaces para detectar las fases más tempranas de las mismas o biomarcadores 
específicos que ofrezcan información veraz del estado del paciente. En muchos casos, 
cuando el paciente es diagnosticado de EP o EA, el proceso degenerativo que padece 
está ya muy avanzado5,6, por lo que la identificación de biomarcadores específicos 
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presentes en biofluidos y el desarrollo de técnicas de imagen molecular son necesarios y 
deberían constituir una prioridad en la investigación7,8. 
Actualmente, los fármacos aprobados para el tratamiento de estas enfermedades por 
las agencias reguladoras de medicamentos en Estados Unidos y en Europa, la U.S. Food 
and Drug Administration (FDA) y la European Medicines Agency (EMA), no 
consiguen detener o revertir el proceso sino únicamente retardar su avance. Tampoco 
existen vacunas para impedir su desarrollo o alternativas no farmacológicas que hayan 
demostrado su eficacia para prevenir o retrasar la aparición de su sintomatología9,10. 
Los fármacos utilizados en la terapéutica actual intentan mantener en el sistema 
nervioso central (SNC) los niveles de los neurotransmisores que se encuentran 
afectados, tratando así de retardar la aparición o paliar el progreso de la sintomatología. 
La acetilcolina (ACh) en la EA y la dopamina (DA) en la EP constituyen los 
neurotransmisores más afectados9,10. Por ello una de las líneas de actuación más 
avanzada hasta el momento se basa en la inhibición de alguna de las enzimas implicadas 
en su catabolismo: inhibidores de colinesterasas (ChEs) para el tratamiento de la EA o 
inhibidores de la isoforma B de la monoaminooxidasa (MAO) para el tratamiento de la 
EP. Además, la degradación de monoaminas genera altos niveles de peróxido de 
hidrógeno (H2O2) y radicales libres oxidativos, que se relacionan con el desarrollo de 
estrés oxidativo que conduce a la apoptosis neuronal11-13.  
En la EP, se sabe que los cuerpos de Lewy (inclusiones intracitoplasmáticas 
formadas por acumulación de la α-sinucleína), que conducen a la pérdida de neuronas 
dopaminérgicas de la sustancia negra que proporcionan inervación al cuerpo estriado, 
son responsables de, al menos, parte de los síntomas de esta enfermedad14,15.  
En la EA, las placas de -amiloide (Aβ) extracelulares y los ovillos neurofibrilares 
intraneuronales (NFT) constituyen los rasgos microscópicos más relevantes. El 
procesamiento alterado de la proteína amiloide a partir de su precursor, la proteína 
precursora de amiloide (APP) por la acción de la enzima -secretasa (BACE1), y la 
hiperfosforilación de la proteína Tau, que da lugar a los NFT, ocasionan, entre otros 
efectos, la muerte neuronal en diferentes áreas del cerebro, destacando la muerte de 





Las anomalías proteínicas que caracterizan estas enfermedades pueden estar 
presentes antes del inicio de los síntomas clínicos de las mismas17-19. La propagación de 
proteínas patológicas que se produce célula a célula y el depósito de las mismas, que 
parecen seguir rutas anatómicas, sugiere que las proteínas asociadas con enfermedades 
neurodegenerativas se propagan en el sistema nervioso como si se tratase de priones20. 
Aunque no se conoce con exactitud el origen último de las causas involucradas en 
estas patologías, parece residir en procesos poco específicos en los que se implican 
numerosos factores como la respuesta inmune, la disfunción mitocondrial, la 
excitotoxicidad, la inflamación, la apoptosis o el estrés oxidativo, generando un cuadro 
complejo en el que existen multitud de factores implicados e interconectados entre 
sí21,22. 
En los últimos años, el principal objetivo del abordaje de ambas enfermedades ha 
consistido en desarrollar fármacos que permitan no sólo actuar sobre la sintomatología, 
sino detener la muerte celular y fomentar la recuperación de las poblaciones neuronales 
ya afectadas, modulando las rutas bioquímicas implicadas en estos procesos23.  
Debido a la compleja etiología de estas enfermedades, hoy se trabaja en el 
desarrollo de fármacos que sean capaces de actuar sobre múltiples dianas terapéuticas 
responsables de la patogenia de la enfermedad. 
Desde el inicio de la medicina, el ser humano ha recurrido al mundo vegetal en 
busca de remedios o soluciones para sus dolencias o malestares, pues es una fuente 
inestimable de sustancias con actividades biológicas e importantes propiedades 
farmacológicas. Además, no sólo es relevante la incorporación de principios activos 
obtenidos de plantas, sino también el hecho de que muchas de las moléculas extraídas 
de estas sustancias vegetales constituyen prototipos o cabezas de serie interesantes para 
un desarrollo posterior. La farmacomodulación ha permitido introducir modificaciones 
químicas en la estructura de partida con el objetivo de potenciar una determinada 
actividad biológica y así obtener fármacos más potentes, más selectivos y más seguros. 
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En esta memoria centraremos nuestra atención en tres moléculas de origen natural 
sobre las que se han realizado múltiples estudios por su potencial interés farmacológico: 
la cumarina, el resveratrol y la curcumina. 
Las cumarinas (2H-1-benzopiran-2-onas) son metabolitos muy comunes en las 
plantas, de gran interés por sus muchas y diversas actividades farmacológicas, que 
disfrutan de una posición ventajosa en el descubrimiento de fármacos. Tomando estos 
productos naturales como cabezas de serie y dadas sus características físico-químicas y 
su sencilla y versátil farmacomodulación, muchos investigadores utilizan este scaffold 
privilegiado para diseñar y sintetizar numerosos análogos y derivados24,25. Como 
consecuencia, se ha obtenido un gran número de derivados de cumarina que han sido 
evaluados en diferentes dianas farmacológicas, demostrando, entre otras, propiedades 
como inhibidores enzimáticos selectivos, antioxidantes, antiinflamatorios, 
vasodilatadores, anticoagulantes o estimulantes del SNC24,25.  
En los últimos años, además, se ha visto que hay cumarinas simples con 
sustituyentes en distintas posiciones de su estructura, que presentan diversas 
propiedades farmacológicas como inhibidores de MAO, inhibidores de ChEs, 
inhibidores de la agregación de A, o antioxidantes con capacidad para neutralizar 
especies reactivas de oxígeno. Estas actividades dotan a estas pequeñas moléculas 
sintéticas de un perfil multidiana adecuado para el tratamiento de enfermedades 
multifactoriales como son la EP y la EA26. 
El trans-resveratrol (3,4’,5-trihidroxi-trans-estilbeno, t-RESV) es un polifenol 
abundante en las uvas, que ha demostrado numerosas actividades farmacológicas en 
estudios in vitro, in vivo y ex vivo. Esta fitoalexina natural exhibe un amplio rango de 
actividades biológicas entre las que destacan sus propiedades farmacológicas 
anticancerígenas, cardio y neuroprotectoras y antioxidantes27,28. El resveratrol (RESV) 
exhibe protección contra muchas enfermedades del SNC como la EA, modulando 
multitud de cascadas moleculares así como la expresión de algunos genes. Además, sus 
beneficios neuroprotectores son de gran interés, pues este polifenol es capaz de 
atravesar la barrera hematoencefálica (BHE) y es soluble en agua, características ambas 






La aplicación terapéutica del RESV se vio dificultada por su baja biodisponibilidad. 
Por esta razón, durante las últimas décadas, investigadores de todo el mundo intentan 
diseñar y sintetizar derivados del RESV que mantengan o incrementen sus actividades 
farmacológicas al tiempo que mejoren su biodisponibilidad32.   
La curcumina es un curcuminoide de origen natural obtenida de Curcuma longa L., 
planta conocida como cúrcuma en la medicina tradicional ayurvédica. El interés en el 
uso terapéutico de la cúrcuma y la relativa facilidad de aislamiento de los 
curcuminoides ha llevado a su extensa investigación33.  
Esta molécula multidiana ha mostrado actividad antiinflamatoria a través de la 
supresión de numerosas vías de señalización celular, activando otras e incluso llevando 
a cabo procesos de inhibición enzimática. Dentro de la supresión de vías de señalización 
se incluye, por ejemplo, tanto la del factor de transcripción nuclear kappa de las células 
B activadas (NF-κB), como la de la expresión de la ciclooxigenasa (COX). Sobre esta 
enzima, además, se ha demostrado que también presenta actividad inhibitoria. En el 
caso de la activación de vías de señalización celular, destaca la del factor nuclear 
derivado del eritroide 2 (Nrf2). 
Numerosos estudios han demostrado que la curcumina presenta actividades 
interesantes en enfermedades crónicas como cáncer, diabetes, problemas 
cardiovasculares y enfermedades neurológicas, entre otras. En lo referente a su interés 
para el tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas se sabe que inhibe la 
formación y promueve la desagregación de las placas de Aβ, atenúa la 
hiperfosforilación de Tau y mejora su aclaramiento, inhibe la acetilcolinesterasa 
(AChE), y es antioxidante34. Además, este compuesto presenta sinergia con otras 
estructuras como el resveratrol o las catequinas35. 
La curcumina presenta numerosos problemas de estabilidad y su eficacia in vivo 
tiene un margen de mejora considerable. Desde hace años, varios grupos de 
investigación trabajan en el desarrollo de nuevos fármacos con estructura análoga a la 
curcumina que mantenga o mejore sus actividades farmacológicas y que, además, 
mejoren la solubilidad y la biodisponibilidad de la molécula36. 
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2.2. ENFERMEDAD DE PARKINSON 
La EP fue descrita por James Parkinson en 1817 con el nombre de parálisis 
agitante37. Es una enfermedad neurológica idiopática que afecta a entre seis y diez 
millones de personas en todo el mundo. Además, se calcula que dado el envejecimiento 
de la población el número de afectados se duplicará en 20 años y que se triplicará en 
20502,38.  
La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa más común, por detrás de la 
EA39,40. La incidencia de la EP es de 10–18 por 100.000 personas/año41. Su prevalencia 
es mayor en Europa (66–1.500 por 100.000 habitantes42), Estados Unidos (111–329 por 
100.000 habitantes43) y América del Sur (31–470 por 100.000 habitantes44) que en 
África (10–43 por 100.000 habitantes45), Asia (15–119 por 100.000 habitantes46) o los 
países árabes (27–43 per 100.000 habitantes47)6.  
La EP se caracteriza clínicamente por trastornos motores como bradicinesia 
(lentitud de movimientos), que en fases avanzadas puede llegar a la acinesia (ausencia 
de movimientos conscientes normales), rigidez, temblor en reposo, que remite o se 
reduce durante el movimiento voluntario, y alteración de los reflejos posturales, cuya 
consecuencia son la inestabilidad y las caídas frecuentes6,14,48,49. 
Otros síntomas que aparecen durante el desarrollo de la enfermedad son menos 
frecuentes, pero contribuyen a deteriorar la calidad de vida del paciente. Entre ellos 
destacan las alteraciones cognitivas (demencia, pérdida de memoria), de la percepción 
(alucinaciones, delirio, falsas percepciones), de la emotividad (depresión), de los 
patrones del sueño, gastrointestinales (sialorrea, disfagia) y cutáneos (sudoración 
excesiva, seborrea) y la posible presencia de dolor muscular y neuropático4,10,62-65. 
Estos síntomas no motores son comunes al inicio de la enfermedad y están 
asociados con una reducción de la calidad de vida del paciente. Además, suelen 
presentarse antes de la aparición de los síntomas motores clásicos50. De hecho, se ha 
visto que los trastornos del estado de ánimo y el estreñimiento casi duplican el riesgo de 






La fase premotora o prodrómica suele ser prolongada, con un periodo de latencia de 
12 a 14 años entre la aparición de estos síntomas y los posteriores síntomas motores. 
Aún así, se presume que los procesos patológicos están en marcha en la fase premotora, 
lo que proporciona una potencial ventana temporal en la que, de detectarse 
inequívocamente que se deben a la EP, podrían llevarse a cabo terapias que busquen 
prevenir o retrasar el desarrollo y la progresión de la enfermedad50,51. 
El riesgo de desarrollar la EP es claramente multifactorial. Aunque en un primer 
momento se asoció principalmente a factores ambientales, posteriores investigaciones 
evidenciaron que la enfermedad se desarrolla a partir de una complicada interacción 
entre factores genéticos y factores ambientales48. 
Existen diferentes factores de riesgo como por ejemplo el género o la etnia. En el 
caso del género se ha establecido la relación de aproximadamente 3 hombres con la EP 
por cada 2,28 mujeres, por lo que el género masculino presentaría un condicionante de 
mayor riesgo que el femenino. De igual forma, la etnia también parece ser un factor de 
riesgo pues si analizamos la incidencia en Estados Unidos, es más alta en personas de 
origen hispano seguida de blancos no hispanos, asiáticos y personas de raza negra. Aun 
así, el mayor factor de riesgo para la EP es sin duda alguna la edad. La prevalencia e 
incidencia aumentan casi exponencialmente con la edad52,53.  
Otros factores de riesgo para la EP incluyen exposiciones ambientales como la 
exposición a pesticidas, lesiones previas en la cabeza, uso de β-bloqueantes, ocupación 
agrícola y consumo de agua de pozo (listados en orden decreciente de fuerza de 
asociación). Además, algunos estudios epidemiológicos sugieren que el uso de 
antipsicóticos, específicamente fenotiazinas, benzamidas, haloperidol o risperidona, por 
personas mayores y la exposición a disolventes, particularmente tricloroetileno, podría 
aumentar el riesgo de padecer la EP; sin embargo, se necesitan estudios adicionales para 
confirmar estas asociaciones54,55. 
Por otro lado, se encontraron factores asociados a una disminución del riesgo de 
padecer la EP como el consumo de café, los fármacos antiinflamatorios no esteroideos 
(AINE), el uso de bloqueantes de los canales de calcio y el consumo de alcohol (listados 
en orden decreciente de fuerza de asociación). También se señaló el tabaco como un 
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posible factor que disminuía el riesgo de padecer la EP; sin embargo, son necesarios 
nuevos estudios para dilucidar este hecho56. 
La contribución de la genética al desarrollo de la EP constituye, junto con la edad, 
el mayor factor de riesgo, especialmente si existen antecedentes familiares de EP o 
temblor. El primer gen asociado con la EP hereditaria57 fue el SNCA, que codifica la 
proteína α-sinucleína. Las causas más comunes de herencia dominante y recesiva de la 
EP son las mutaciones en la cinasa repetida rica en leucina 2 (LRRK2) y parkina, 
respectivamente. El principal factor de riesgo genético para desarrollar la EP es la 
mutación en GBA, que codifica la β-glucocerebrosidasa, enzima deficiente en la 
enfermedad de Gaucher58. 
 
Figura 1. Genes implicados en la EP en base a mutaciones identificadas como causas de la EP familiar o 
polimorfismos que se encuentran como factores de riesgo para la EP esporádica. Los productos genéticos impulsan 
procesos celulares clave que podrían ser la base de la patogénesis de la EP. Imagen modificada de Kalia et al [6]. 
Elaboración propia a partir de imágenes creadas por Servier y disponibles en www.smart.servier.com. Licencia 





En la última década, casi 900 estudios genéticos han tratado de asociar decenas de 
potenciales loci genéticos con la EP. Un reciente metaanálisis59 de estudios de 
asociación de genoma completo (dato de pacientes de ascendencia europea con EP) 
reveló que 24 loci tienen una asociación clínicamente significativa con el riesgo de 
enfermar (Figura 1). Estos loci incluyen GBA así como genes asociados con formas 
monogénicas de EP (LRRK2 y SNCA)58,60. 
La EP afecta a los núcleos basales y su origen neuroquímico fue descubierto por 
Hornykiewicz en 1960, cuando demostró que la cantidad de DA era muy escasa (en 
general, menos del 10% de la normal) en la sustancia negra y en el núcleo estriado de 
los cerebros post mortem de pacientes con EP; esto se asocia a una pérdida de neuronas 
dopaminérgicas de la sustancia negra y a degeneración de las terminaciones nerviosas 
en el estriado61. 
A pesar de que las causas últimas de la EP no se conocen todavía, la pérdida de 
neuronas dopaminérgicas se ha asociado con diferentes mecanismos de daño celular 
como la homeostasis irregular del calcio, la disfunción mitocondrial, la inflamación y la 
agregación desordenada de proteínas48 que conducen a la excitotoxicidad y a la 
apoptosis celular49.  
La pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra que 
proporcionan inervación dopaminérgica al cuerpo estriado junto con la aparición de 
inclusiones intracitoplasmáticas, denominadas cuerpos de Lewy, son aspectos 
fisiológicos del envejecimiento, pero en los pacientes afectados por esta enfermedad la 
pérdida es más rápida y precoz49. 
Se sabe que los cuerpos de Lewy están formados por la α-sinucleína, una proteína 
neuronal formada por 140 aminoácidos. En la EP, esta proteína origina oligómeros 
patológicos y forma agregados que precipitan y dan lugar a los anteriormente 
mencionados cuerpos de Lewy62. 
El estrés oxidativo es el resultado del desequilibrio entre la producción de especies 
reactivas de oxígeno (ERO) y especies reactivas de nitrógeno (ERN) y su tasa de 
eliminación, que da lugar a su acumulación en la célula y los efectos derivados de la 
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misma. De forma general, se puede englobar dentro de la terminología de ERO a los 
radicales hidroxilo (•OH), los aniones superóxido (O2•
−) y el H2O2. En el caso de las 
ERN, estas incluyen radicales libres como el óxido nítrico (NO•) y su derivado, el anión 
peroxinitrito (ONOO−). Tanto las ERO como las ERN poseen la capacidad de oxidar 
macromoléculas e incluso interrumpir la función celular. Como mecanismos de defensa 
antioxidante celular se incluyen proteínas antioxidantes, como glutatión (GSH), α-
tocoferol, ácido ascórbico y enzimas de eliminación de radicales de oxígeno, incluidas 
la superóxido dismutasa (SOD), catalasa, peroxidasa y tiorredoxinas63.  
Es importante señalar que los radicales libres oxidativos son un subproducto 
inevitable del metabolismo celular, lo que indica que para la superviviencia celular es 
necesaria una cierta cantidad de ERO y ERN, pues están implicadas en la regulación de 
diversos procesos fisiológicos que van desde la propagación celular hasta la apoptosis. 
Sin embargo, en condiciones patológicas, cuando existe una cantidad exagerada de ERO 
y de ERN superior a la capacidad de neutralización de los antioxidantes celulares, 
aparece el daño oxidativo que se puede producir en proteínas, lípidos y ácido 
desoxirribonucleico (ADN) y, en última instancia, conducir a la citotoxicidad e incluso 
a la carcinogénesis63.  
El envejecimiento, uno de los factores de riesgo más significativo de la EP, como 
ya se ha comentado previamente, está asociado al estrés oxidativo y a la disfunción 
mitocondrial. 
La evidencia directa inicial de ERO en la etiología de la EP es consecuencia de la 
detección post mortem, mediante inmunohistoquímica de aductos, de 4-hidroxinenal 
(HNE) en las neuronas nigrales del cerebro de pacientes con EP, que se confirmó en 
varios estudios de seguimiento que muestran un aumento en los niveles de hierro y una 
disminución en los niveles de GSH en la sustancia negra de los cerebros de los 
pacientes con EP64. 
Un metanálisis reciente reveló, por un lado, aumentos significativos en los 
marcadores de estrés oxidativo, tales como la 8-oxo-2′-desoxiguanosina, el 





observó una regulación negativa de antioxidantes como la catalasa, el ácido úrico, GSH 
y colesterol total en sangre respecto a individuos sanos64. 
La hipótesis del catecolaldehído plantea que las enfermedades que presentan 
neurodegeneración catecolaminérgica son el resultado de interacciones dañinas entre 
3,4-dihidroxifenilacetaldehído (DOPAL) –producto de la metabolización de la DA por 
acción de la MAO– y la proteína -sinucleína, un componente importante de los 
cuerpos de Lewy en enfermedades como la EP63.  
La MAO es una flavoenzima que cataliza la desaminación oxidativa de las aminas 
exógenas y endógenas, incluyéndose, por tanto, los neurotransmisores. En las neuronas 
monoaminérgicas, la MAO está presente en la membrana mitocondrial externa. Presenta 
dos isoformas diferentes, que difieren en su selectividad frente a los sustratos, sobre los 
que llevan a cabo las reacciones de desaminación, y su sensibilidad a los diferentes tipos 
de inhibidores. La MAO-A presenta una mayor afinidad y selectividad por los 
neurotransmisores serotonina (5-HT) y noradrenalina (NA), mientras que la MAO-B la 
presenta por el neurotransmisor DA65. Actualmente los inhibidores selectivos sobre la 
isoforma A de la MAO se utilizan como antidepresivos, mientras que los que presentan 
selectividad sobre la isoforma B se están utilizando en combinación con levodopa (LD) 
para el tratamiento de la EP65. 
La oxidación de la DA produce H2O2 y DOPAL por acción de la MAO
85, lo que da 
lugar a la inducción de estrés oxidativo, perjudicial para las neuronas dopaminérgicas87. 
Generalmente el DOPAL es metabolizado por acción de la aldehído deshidrogenasa 
(ALDH) a ácido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), el cual rápidamente es capaz de 
excitar las células. El DOPAL también reacciona con el H2O2 (producido 
simultáneamente con el DOPAL cuando la MAO metaboliza la DA citoplasmática) para 
formar radicales hidroxilo63.  
Estos radicales hidroxilo peroxidan las membranas lipídicas y el producto de 
peroxidación lipídica, el HNE, inhibe la ALDH, promoviendo a su vez la acumulación 
de DOPAL. En última instancia, todo ello conduce a una reducción de la actividad de la 
glucocerebrosidasa, la disfunción lisosómica, la acumulación de α-sinucleína en las 
neuronas humanas y a la muerte selectiva de las neuronas en el SNC59,65.  
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El almacenamiento de DA en vesículas a través del transportador vesicular de 
monoaminas (VMAT) no solo es necesario para la neurotransmisión dopaminérgica, 
sino que también constituye un mecanismo protector frente a la toxicidad celular, dado 
que la DA citoplasmática puede oxidarse espontáneamente para formar una variedad de 
productos de oxidación potencialmente tóxicos como el aminocromo y la 5-S-
cisteinildopamina (Cys-DA).  
Los oligómeros de -sinucleína impiden las funciones vesiculares como la del 
VMAT, favoreciendo la formación de DOPAL a partir de DA y generando un bucle 
indeseado que da lugar a radicales libres y citotoxicidad63,66.  
La vulnerabilidad intrínseca de las neuronas dopaminérgicas asociada a un deterioro 
mitocondrial, ineficientes defensas antioxidantes y la maquinaria proteolítica alterada, 
representa unas condiciones adecuadas para la activación de los fenómenos 
excitotóxicos mediados por Ca2+ y la progresión de la muerte de neuronas 
dopaminérgicas nigroestriatales. 
Dentro de los ganglios basales están presentes junto con el sistema dopaminérgico 
otros sistemas de neurotransmisores, como el GABAérgico, el colinérgico y el 
glutamatérgico. En la EP, la neurotransmisión alterada observada dentro de los ganglios 
basales afecta el sistema glutamatérgico, lo que sugiere una participación crítica de la 
excitotoxicidad mediada por glutamato (Glu) en la patogénesis, así como en la 
progresión del proceso neurodegenerativo subyacente a la enfermedad67. 
Los niveles excesivos de Glu en la hendidura sináptica causan hiperactividad de los 
sistemas glutamatérgicos y eventualmente neurotoxicidad, principalmente a través de la 
sobreestimulación de los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA). La estimulación 
glutamatérgica de los receptores de NMDA provoca su activación y la entrada de Ca2+ 
en la célula. La internalización inicial de Ca2+ es seguida por la liberación de Ca+2 del 
retículo endoplásmico (ER) y de las reservas mitocondriales. Este fenómeno también 
está modulado por los receptores metabotrópicos transmembranales de Glu (mGluR) y 
es responsable de las cascadas secundarias que involucran calpaínas y la activación de 
vías que conducen a la muerte celular necrótica o apoptótica. Por lo general, la 





degradación de macromoléculas que finalmente induce la muerte celular necrótica. De 
manera diferente, la estimulación leve o crónica de los receptores de NMDA activa las 
vías apoptóticas y, por último, la muerte celular cuando el aumento del Ca2+ intracelular 
excede la capacidad de amortiguación mitocondrial67.  
Estudios recientes han descrito también la presencia de microglía activada en la 
sustancia negra y el putamen de pacientes con EP. La activación de microglía libera una 
variedad de radicales libres y activa varios genes y proteínas, incluyendo iNOS y 
citocinas proinflamatorias (IL-1β, IL-6 y TNF-α). Estas citocinas activan varias señales 
en vías de transducción que incluyen MAPK, PI3K/AKT y mTOR, lo que conduce a la 
activación de NF-κB que juega un papel clave en la activación y regulación de 
mediadores durante el proceso inflamatorio68.  
La EP comienza años antes de que se pueda hacer el diagnóstico y dado que es un 
trastorno neurodegenerativo de progreso lento, gran parte de los síntomas 
parkinsonianos debidos a la pérdida de actividad dopaminérgica suelen aparecen cuando 
se ha perdido entre un 70 y un 80% de la población neuronal. Sin tratamiento, esta 
enfermedad evoluciona en 5-10 años a un estado de invalidez por acinesia, puede 
acortar notablemente la esperanza de vida y, desde luego, deteriora la calidad de vida 
del paciente4,49. 
A la complejidad que representa no conocer la causa inicial del desarrollo de la 
enfermedad, hay que sumar el desafío que supone el hecho de no disponer de un buen 
método de diagnóstico para las primeras etapas de la enfermedad. Hasta la fecha, el 
estándar para la confirmación del diagnóstico se ha llevado a cabo por examen 
patológico en la autopsia, por observación de degeneración de neuronas de la sustancia 
negra pars compacta y la presencia de cuerpos de Lewy. 
Pese a que aún no se ha establecido un consenso sobre la clasificación de los 
subtipos de la EP, las observaciones clínicas empíricas sugieren dos subtipos 
principales. Por un lado, la EP con temblor dominante, con una relativa ausencia de 
otros síntomas motores, y la EP con temblor no dominante, que incluye fenotipos 
descritos como síndrome rígido acinético y trastorno de la marcha e inestabilidad 
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postural. Un subgrupo adicional de pacientes con la EP presenta un fenotipo mixto o 
indeterminado con varios síntomas motores de gravedad69. 
El curso y el pronóstico de la enfermedad difieren entre los subtipos. La EP con 
temblor dominante a menudo se asocia con una tasa de progresión más lenta y menor 
discapacidad funcional que la EP con temblor no dominante. Además, existen hipótesis 
de que los diversos subtipos de la EP tienen un origen etiológico y una patogénesis 
diferente49,69. 
La progresión de la EP se caracteriza por empeoramiento de los síntomas motores, 
inicialmente tratados con terapias sintomáticas. Sin embargo, conforme la enfermedad 
avanza, aparecen complicaciones relacionadas ya no solo con la enfermedad en sí 
misma, sino también con el tratamiento4. 
En la etapa tardía de la EP, existe una resistencia al tratamiento tanto de los 
problemas motores como de los no motores. Síntomas como la incontinencia urinaria, el 
estreñimiento severo y la hipotensión postural son características no motoras comunes 
de la EP. Aproximadamente dos décadas después del inicio de la enfermedad, hasta el 
80% de los pacientes presentan congelación de la marcha y caídas y hasta el 50% de los 
pacientes también presentan asfixia. La demencia es particularmente prevalente, pues se 
presenta en el 83% de los pacientes con evolución de la EP durante 20 años4. 
2.2.1. Dopamina y receptores dopaminérgicos 
La DA es el neurotransmisor catecolaminérgico predominante en el cerebro de los 
mamíferos, donde controla una variedad de funciones que incluyen la actividad 
locomotora, la cognición, la emoción, el refuerzo positivo, la ingesta de alimentos y la 
regulación endocrina. A nivel periférico, también está relacionada con funciones tales 
como la modulación de la función cardiovascular, la secreción hormonal, el tono 
vascular, la función renal y la motilidad gastrointestinal70. 
El proceso de síntesis de la DA comienza con el aminoácido L-tirosina, que se 
encuentra en la sangre. Este aminoácido se puede obtener de la dieta o sintetizarse a 
partir de fenilalanina por acción de la enzima fenilalanina hidroxilasa. Para la síntesis de 





en su interior, por acción de la tirosina hidroxilasa, enzima específica que se va a 
encontrar en la fracción soluble del citoplasma y el cofactor tetrahidrobiopterina en 
presencia de O2 y Fe
2+, va a dar lugar a LD, al transferir un grupo hidroxilo a la 
posición 3 de la L-tirosina. La LD, por su parte, es sustrato de la enzima 
levoaminoácido aromático descarboxilasa (L-AADC), también conocida como 
dopadescarboxilasa (DDC), necesitando la vitamina B6 como cofactor para la reacción. 
Esta enzima descarboxila la LD dando lugar a la DA70. En el proceso de metabolización 
de la DA existen principalmente dos enzimas a tener en cuenta, la MAO y la catecol-O-
metiltransferasa (COMT). El metabolito final de ambas vías es el ácido homovanílico 




Figura 2. Biosíntesis y metabolismo de la DA 
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La variedad de funciones fisiológicas controladas por la DA, en el cerebro y la 
periferia, está mediada por los receptores de DA que son miembros de la superfamilia 
de los receptores acoplados a proteínas G (GPCR). Estos receptores tienen una 
estructura canónica con siete dominios transmembrana y pueden ejercer su señalización 
a través de mecanismos dependientes e independientes de proteína G para estimular o 
inhibir la producción de adenosín monofosfato cíclico (AMPc). Existen cinco tipos de 
receptores de DA: D1, D2, D3, D4 y D5 (codificados en humanos por los genes DRD1, 
DRD2, DRD3, DRD4 y DRD5, respectivamente) y se clasifican como receptores de 
clase D1 –subfamilia D1– (D1 y D5) o receptores de clase D2 –subfamilia D2– (D2, D3 y 
D4)
71.  
Además, existen dos variantes principales del receptor D2 de DA que difieren en la 
presencia de 29 aminoácidos adicionales en la tercera asa intracelular, presentan 
propiedades fisiológicas, de señalización y farmacológicas distintas, y se clasifican 
como D2S (D2-corto) y D2L (D2-largo). Por otro lado, el receptor D4 en humanos es 
altamente polimórfico con una región repetida en la tercera asa citoplasmática72.  
Los receptores de clase D1 (receptores D1 y D5) están acoplados principalmente a 
proteínas Gαs/olf  y estimulan la actividad de la adenililciclasa (AC) y la producción del 
segundo mensajero AMPc. Se encuentran en el entorno postsináptico, carecen de 
intrones en sus regiones de codificación y presentan una homología del 80% en sus 
dominios transmembrana. El subtipo D1 es la forma predominante y se localiza en las 
áreas de proyección dopaminérgica primaria como el cuerpo estriado, el núcleo 
accumbens y las áreas corticales, mientras que el subtipo D5 se expresa en áreas 
corticales, subcorticales y límbicas. Actualmente no existe un agente selectivo D5, ni 
agonista ni antagonista, que discrimine entre los receptores D1 y D5
72.  
En contraste, los receptores de clase D2 (receptores D2S, D2L, D3 y D4) están 
asociados con proteínas Gαi/o que inhiben la producción de AMPc. Los receptores de 
dopamina D3 y D4 son un 75 y un 53% homólogos, respectivamente, con el receptor D2. 
Mientras que el dominio terminal NH2 tiene un número similar de aminoácidos en todos 
los receptores de dopamina, el terminal COOH para los receptores de clase D1 es siete 
veces más largo que el de los receptores de clase D2
73. Estos receptores de DA, además 





celulares. Dichos mecanismos de señalización pueden involucrar el acoplamiento 
alternativo de proteínas G, canales iónicos, tirosina cinasas o proteínas clásicamente 
involucradas en la desensibilización GPCR como las β-arrestinas73.  
La DA activa los receptores de dopamina D1 a D5 con varias afinidades que van 
desde el rango nanomolar al micromolar. En general, las diferentes subfamilias de 
receptores de DA varían significativamente en su sensibilidad a los agonistas y 
antagonistas de DA. En las últimas décadas, se han sintetizado varios compuestos 
selectivos para los receptores D1, D2, D3 y D4 de DA. Sin embargo, ha demostrado ser 
difícil la obtención de ligandos específicos del receptor D5
73. 
2.2.2. Tratamiento farmacológico de la EP 
La base del tratamiento actual de la EP es la restitución de la función 
dopaminérgica mediante el aumento del contenido de DA o el estímulo adecuado de los 
receptores dopaminérgicos74. La elección de una determinada terapia está influida por la 
fase o estadio de la enfermedad, considerándose la respuesta del paciente, así como 
otras variables como la edad, la presencia de comorbilidad, la función cognitiva, la 
discapacidad física, etc75,76. 
El tratamiento farmacológico correcto alarga la esperanza media de vida hasta 
alcanzar la de la población general, pero no se sabe si ese resultado se debe a un efecto 
neuroprotector sobre neuronas dopaminérgicas o si es una consecuencia derivada de la 
mejoría en la movilidad42,76. 
Dentro de los fármacos que potencian la actividad dopaminérgica, cabe destacar los 
agonistas de acción directa que estimulan los receptores dopaminérgicos, la LD que en 
el organismo será transformada en DA y los fármacos de acción indirecta, que reducen 
el metabolismo de la DA o de la LD, como son los inhibidores de la DDC (IDDC), los 
inhibidores de la COMT (ICOMT) y los inhibidores de la MAO (IMAO)77 (Figura 3). 
 





Figura 3. Lugares de acción de los fármacos utilizados para tratar la EP. La LD penetra en el encéfalo y se 
convierte en DA (el neurotransmisor deficitario). La inactivación de la LD en la periferia se evita con inhibidores de 
la DDC y la COMT. Por su parte, la inactivación de la LD en el encéfalo disminuye con los inhibidores de la COMT 
y la MAO-B. Los agonistas de la DA actúan directamente sobre los receptores de DA del estriado. Modificada de 
Rang & Dale [70] 
 
La LD es un aminoácido producto de la meta hidroxilación de la tirosina, presente 
de forma natural en algunas plantas. Considerada prácticamente inactiva y asumiendo 
que sus efectos, terapéuticos o adversos, son debidos a su descarboxilación a dopamina, 
recientemente se ha identificado como candidato para el receptor GPR143 (OA1). La 
LD es, por el momento, el tratamiento más eficaz en la EP ya que mejora todos los 
signos y síntomas, y la duración del efecto excede la semivida del fármaco, 
posiblemente porque la DA se acumula en las terminaciones y se libera según la 
demanda funcional78.  
Los IDDC aumentan la biodisponibilidad de la LD, ya que si esta es administrada 
en monoterapia la biodisponibilidad es baja y sólo el 1% alcanza el SNC. Los 
inhibidores más utilizados son la carbidopa y la benserazida, que no atraviesan la BHE 





Por otra parte, los ICOMT inhiben, principalmente, la metilación periférica de la 
LD, aumentando la semivida y disminuyendo los niveles de 3-O-metildopa (3-OMD) 
siendo la tolcapona, la entacapona y la opicapona los únicos representantes en la 
práctica clínica80.  
Los agonistas dopaminérgicos son fármacos como la apomorfina, el pramipexol, el 
ropirinol y algunos derivados ergóticos como la bromocriptina y la lisurida, que actúan 
sobre alguno o varios de los cinco tipos de receptores de dopamina. 
Los IMAO, preferentemente los que actúan sobre la isoforma B, como el 
hidrocloruro de R-(-)-deprenilo (también denominado selegilina), la rasagilina o la 
safinamida, impiden la metabolización de la DA sin interferir en el metabolismo de 
otras aminas como NA o 5-HT81.   
La selegilina y la rasagilina suprimen directamente la señal mitocondrial apoptótica, 
inducen factores anti-apoptóticos como Bcl-2, factores neurotróficos pro-supervivencia 
y enzimas antioxidantes. Además, se ha visto que la selegilina muestra neuroprotección 
frente al estrés oxidativo y gran variedad de neurotoxinas lo que podría explicar su 
capacidad para ralentizar la progresión de los síntomas en la EP82 y posiblemente en la 
EA83. Sin embargo, la formación de metabolitos neurotóxicos, anfetamina y 
metanfetamina, reduce la intensidad del efecto neuroprotector84. 
En contraste, se ha visto que la rasagilina no produce estos metabolitos 
neurotóxicos, ya que el metabolito mayoritario derivado de la rasagilina es el 
aminoidano, que presenta efecto neuroprotector en varios tipos de cultivos de células 
neuronales y protege frente al efecto neurotóxico producido por derivados 
anfetamínicos85. La rasagilina proporciona neuroprotección frente a la muerte neuronal 
al prevenir la caída en el potencial mitocondrial inducido por estrés oxidativo e 
incrementar tanto el ARNm que codifica la proteína de Bcl-2 como su expresión86. 
En 2015 la EMA aprobó la safinamida para el tratamiento de la EP, posteriormente 
en 2017 fue también aprobada por la FDA. La safinamida presenta un modo de acción 
único que incluye la inhibición selectiva y reversible de la MAO-B, el bloqueo de los 
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canales dependientes de Na+ y la modulación de los canales de Ca2+ que conducen a la 
modulación de la liberación anormal de Glu11. 
Con respecto a los IMAO es necesario señalar que la inhibición de la MAO 
disminuye la formación de DOPAL, pero al mismo tiempo aumenta la oxidación 
espontánea de la DA, por lo que se podría estar cambiando una forma de toxicidad por 
otra. Además, al inhibirse la vía enzimática de la MAO se favorece la actuación de la 
otra vía de degradación enzimática mediada por la COMT la cual, al transferir un grupo 
metilo desde la S-adenosilmetionina (SAM) a la DA, da lugar a la formación de 3-
metiltiramina (3-MT), y la SAM se convierte en S-adenosil homocisteína que, 
finalmente, originará homocisteína que es neurotóxica63.  
Los antagonistas de receptores muscarínicos fueron muy utilizados en el 
tratamiento de la EP antes de la introducción de la LD. Su indicación se basaba en el 
bloqueo de la actividad colinérgica de interneuronas estriatales, cuya actividad está 
regulada por las neuronas dopaminérgicas que proyectan desde la sustancia negra. Sin 
embargo, su uso es cada vez menos frecuente debido a su baja eficacia y a sus 
frecuentes efectos adversos75. 
Recientemente se ha introducido en terapéutica el cannabidiol (CBD), 
comercializado en forma de solución para pulverización bucal. El CBD presenta 
propiedades antioxidantes y capacidad de activar receptores CB2, pero bloqueando a su 
vez los receptores CB1. El CBD también es un agonista del receptor de potencial 
transitorio V1 (TRPV1). Paralelamente, inhibe la hidrólisis enzimática y la absorción de 
la principal anandamida endocannabinoide, un agonista de los receptores CB1, CB2 y 
TRPV1. El CBD al unirse a los receptores CB1 localizados en el sistema nervioso, 
inhibe los impulsos nerviosos que originan los espasmos musculares, mejorando la 
función motora y la rigidez de las extremidades en los pacientes. Además, se ha 
comprobado que algunos cannabinoides, entre los que destacan el delta-9-
tetrahidrocannabinol (9-THC), el CBD, el agonista del receptor CB1/CB2 sintético 
CP55940 y el análogo de la anandamida AM404, actúan como protectores de las 






Al decidir el tratamiento inicial para el EP, deben considerarse las reacciones 
adversas inducidas por los fármacos. Los agonistas de receptores de DA y la LD están 
ambos asociados con náuseas, somnolencia diurna y edema. A los agonistas de los 
receptores de DA también se les asocian trastornos de control de impulsos, incluyendo 
ludopatía, hipersexualidad, bulimia y gastos compulsivos. Por eso deben evitarse en la 
medida de lo posible en pacientes con antecedentes de adicción, trastorno obsesivo 
compulsivo (TOC) o personalidad impulsiva, porque estos pacientes tienen un alto 
riesgo de desarrollar trastornos de control de impulsos39.  
Los agonistas de los receptores de DA también son comúnmente asociados con 
alucinaciones y, por lo tanto, no se suelen prescribir en ancianos con deterioro 
cognitivo. La LD proporciona el mayor beneficio sintomático, pero a largo plazo el uso 
está asociado con complicaciones motoras (discinesia y fluctuaciones motoras) por lo 
que a veces se retrasa su inicio en el tratamiento del paciente. Como alternativa, se 
puede administrar inicialmente un inhibidor de la MAO-B (IMAO-B). 
En los casos en los que ya existe resistencia al tratamiento con LD probablemente 
existan otros problemas asociados a la muerte de poblaciones neuronales que involucren 
a otros neurotransmisores; en particular, el descenso en los niveles de ACh debido a la 
degeneración de neuronas colinérgicas que, a su vez, podría estar asociado a 
demencia88. Como consecuencia, suelen incorporarse inhibidores de las ChEs como 
rivastigmina89 a la terapéutica del paciente. También se verán afectados otros 
neurotransmisores como Glu, NA y 5-HT, lo que contribuye a los síntomas de la EP. 
Los síntomas no motores que se presentan en la EP tienen gran variedad de 
tratamientos disponibles74,90 (Tabla 1). La evidencia apoya el uso de antidepresivos 
tricíclicos, especialmente desipramina y nortriptilina, para el tratamiento de la depresión 
asociada a la EP. En la práctica, los fármacos más utilizados son los inhibidores 
selectivos de la recaptación de la 5-HT como citalopram, escitalopram, fluoxetina, 
paroxetina y sertralina, aunque no existen evidencias que apoyen este tipo de 
terapéutica. 
Además de los ya señalados han demostrado ser eficaces en el tratamiento de la 
depresión en la EP, una formulación de liberación prolongada de venlafaxina, un 
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inhibidor de la recaptación de serotonina y noradrenalina91 y el agonista de dopamina 
pramipexol92. 
 Tabla 1. Tratamientos farmacológicos para síntomas no motores 
 Tipo de fármaco Nombre del fármaco 
Deterioro cognitivo 
Demencia Inhibidor de la AChE Rivastigmina 
Síntomas psiquiátricos 
Depresión 
Agonista DAminérgico Pramipexol 
Inhibidor recaptación 5-HT 
Citalopram, escitalopram, 
fluoxetina, peroxetina, sertralina 
Inhibidor recaptación 5-HT y NA 
Venlafaxina de liberación 
sostenida 
Antidepresivo tricíclico Desipramina, nortriptilina 
Psicosis 
Antipsicótico atípico Clozapina, quetiapina 
Inhibidor de la AChE Rivastigmina 
Trastornos del sueño 





Laxante osmótico Polietilenglicol 
Activador canales de Cl- Lubisprostón 
Motilidad gastrointestinal Antagonista DA periférico Domperidona 
Hipotensión ortostática 
Antagonista DA periférico Domperidona 
Mineralocorticoide Fludrocortisona 
Vasopresor Midodrina 
Inhibidor de la AChE Piridostigmina 
Profármaco de NA Droxidopa 
Sialorrea 
Anticolinérgico Gotas de atropina, glicopirrolato 
Neurotoxina Toxina botulínica A y B 
Otros 
Fatiga Estimulante Metilfenidato, modafinil 
 
La mayoría de los pacientes se ven afectados por interrupciones de los ciclos de 
sueño-vigilia durante el curso de su enfermedad. A pesar de esto, los trastornos del 
sueño asociados con estas sinucleinopatías y otros trastornos neurodegenerativos siguen 
siendo poco referidos por los pacientes y poco reconocidos por los profesionales de la 





lo que probablemente refleje la interacción de la neurodegeneración específica de la EP 
con mecanismos que regulan el sueño y el estado de alerta.  
La complejidad de la disfunción del sueño en la EP se ve agravada por la influencia 
de los medicamentos dopaminérgicos y otros medicamentos para la EP. Además, los 
diferentes trastornos del sueño (trastornos del comportamiento del sueño REM, 
insomnio, nocturia, disfunción de ritmo circadianos, somnolencia diurna excesiva, entre 
otras) precisan diferentes métodos de abordaje. Actualmente se suelen utilizar 
benzodiazepinas como el clonazepam u hormonas como la melatonina para el 
tratamiento de estas alteraciones93.  
El estreñimiento es uno de los síntomas no motores principales en la EP, con una 
prevalencia que varía del 24,6% al 63% de acuerdo con los diferentes criterios de 
diagnóstico utilizados para definir el estreñimiento crónico. Además, actualmente se 
está considerando como un posible factor de riesgo de desarrollar la EP.  
El estreñimiento se debe principalmente a un tránsito colónico más lento o a una 
disinergia puborrectal, pero el uso concomitante de antiparkinsonianos, analgésicos y 
antidepresivos puede empeorarlo. Para prevenir complicaciones como la oclusión 
intestinal y para garantizar una respuesta clínica óptima a la LD son fundamentales un 
diagnóstico preciso y un tratamiento adecuado del estreñimiento, empezando con la 
recomendación de practicar ejercicio suave y seguir una dieta equilibrada e ingerir 
suficiente cantidad de líquidos. Los fármacos utilizados para el tratamiento del 
estreñimiento en pacientes con la EP son laxantes osmóticos como el polietilenglicol o 
activadores de canales de cloro como lubisprostón94. 
Las terapias disponibles actualmente para la EP solo tratan los síntomas de la 
enfermedad, por lo que el descubrimiento de fármacos que retrasen o detengan el 
proceso neurodegenerativo subyacente constituye un objetivo de vital importancia.  
Considerando el origen multifactorial en la EP, el paradigma basado en la estrategia 
de un fármaco–una diana, no parece adecuado para el desarrollo de nuevos fármacos. 
Una estrategia más efectiva podrían ser los fármacos multidiana actuando sobre varias 
rutas moleculares disfuncionales. 
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Las posibles dianas farmacológicas para la modificación de la enfermedad incluyen 
la neuroinflamación, la disfunción mitocondrial y el estrés oxidativo, la actividad de los 
canales de calcio, actividad de cinasas LRRK2, así como la acumulación de α-
sinucleína y su agregación, entre otras75,95. Más recientemente también se ha incluido la 
terapia génica dirigida96,97. Como alternativa al tratamiento farmacológico, se proponen 
posibles intervenciones quirúrgicas que incluyen el trasplante de células98,99 y la 
estimulación cerebral profunda de núcleos subtalámicos.  
La estimulación cerebral profunda es un tratamiento bien establecido para los 
síntomas motores de la EP. Varios ensayos clínicos han demostrado que la estimulación 
del núcleo subtalámico es eficaz en pacientes con EP de moderada a severa. La 
estimulación cerebral profunda talámica también es una opción para el tratamiento del 
temblor. Este tratamiento quirúrgico es una opción cuando la enfermedad sigue 
respondiendo a la LD pero las fluctuaciones y la discinesia se vuelven incapacitantes100. 
El tiempo transcurrido entre el inicio de la enfermedad y el tratamiento quirúrgico, 
suele ser de unos 10 a 13 años, debido probablemente a la dificultad del procedimiento, 
el coste del mismo y los riesgos asociados a él. Sin embargo, los resultados de un 
ensayo aleatorizado multicéntrico, el ensayo EARLYSTIM101, han evidenciado que la 
estimulación cerebral profunda del núcleo subtalámico en fases más tempranas de la 
enfermedad (evolución media de la enfermedad de 5 a 7 años y con fluctuaciones 
motoras durante menos de 3 años) se relaciona con mejor calidad de vida del paciente y 
reduce varios efectos secundarios. Esto deja clara la perspectiva de que esta 
estimulación cerebral profunda constituye una mejora en la terapia médica de los 
pacientes con la EP. Estos resultados probablemente cambiarán la práctica actual de 





2.3. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 
En 1906, el médico austríaco Alois Alzheimer describió por primera vez la forma 
de demencia senil progresiva que lleva su nombre. Gracias a este descubrimiento hoy se 
sabe que el déficit de memoria y aprendizaje que caracterizan a esta enfermedad no son 
una manifestación del envejecimiento normal, sino que se deben a procesos patológicos 
específicos5,102.  
La EA es la causa más común de demencia entre las personas mayores de 65 años y 
afecta a más de 40 millones de personas en todo el mundo5,103. La prevalencia de esta 
enfermedad en la población de entre 60 y 64 años de edad está por debajo del 1%, pero 
se duplica cada 5 años a partir de los 65 años, afectando al 47% de las personas mayores 
de 85 años. Como ocurre con la EP, dado que el porcentaje de personas en la tercera 
edad se incrementará notablemente en los próximos años, también se incrementarán los 
pacientes que padezcan la EA. Se estima que el número de personas afectadas por esta 
enfermedad se triplicará en el año 2050104.  
Para el diagnóstico de la EA, se utilizan actualmente pruebas cognitivas que 
intentan medir, dentro de una escala, el deterioro cognitivo del paciente. Las más 
conocidas son el mini examen del estado mental (MMSE®) y más recientemente, la 
escala de evaluación cognitiva AD (ADAS-cog®)105,106.  
La EA es un trastorno neurodegenerativo, progresivo, que se asocia a una alteración 
global de las funciones mentales superiores y cuyo síntoma cardinal es la pérdida de 
memoria. Al avanzar la enfermedad se van afectando otras funciones cognitivas, al 
verse acompañada de un trastorno neuropsiquiátrico progresivo, como las habilidades 
verbal y visuoespacial, la capacidad para realizar cálculos y para utilizar objetos 
corrientes. También destacan la apatía y la demencia, y una disminución en la capacidad 
de realizar las actividades normales de la vida diaria, así como trastornos conductuales 
progresivos, como agresividad, depresión y destrucción5,107. 
El establecimiento de la enfermedad es imparable, y su lenta progresión conduce a 
trastornos de la función motora y, en último término, a la muerte. El curso de la 
enfermedad se prolonga aproximadamente una década, aunque ya existen tanto atrofia 
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tisular como defectos sutiles de la memoria antes de que los síntomas clínicos sean 
aparentes108. 
Además, dependiendo de las zonas del cerebro que se encuentren más afectadas, se 
desarrollarán antes unos u otros síntomas; por ejemplo, se ha descrito una correlación 
entre el hipometabolismo en regiones orbitofrontal y cingulum con los delirios que 
involucran miedo a través de conexiones límbicas107,109. 
El riesgo de padecer la EA no depende de un único factor. Es una enfermedad de 
origen multifactorial, y en su patogenia están implicados factores tanto genéticos, como 
ambientales y psicológicos. Al hablar de la EA podemos diferenciar aquella que 
presenta un marcado origen genético (EA de origen familiar) y la EA cuyo origen no se 
puede asociar a un único factor predominante107.  
La EA de origen familiar se activa por mutaciones en tres genes que codifican la 
proteína precursora de amiloide (APP) en el cromosoma 21, la presenilina 1 (PSEN1) 
en el cromosoma 14 y la presenilina 2 (PSEN2) en el cromosoma 1. Estas mutaciones 
provocan un marcado aumento de la producción del péptido Aβ con tendencia a 
agregarse y su depósito en forma de placas en el cerebro, hecho que caracteriza a la 
EA107,109. 
Adicionalmente existe un cuarto gen que codifica la apolipoproteína E (ApoE) y 
está también relacionado con la EA. Hay tres tipos de ApoE y se sabe que si bien la E2 
y la E3 presentan acción protectora frente a la EA, la E4 se asocia a la enfermedad110. 
Los estudios en humanos indican que la ApoE4 facilita la patología amiloidea, 
provocando un incremento de los niveles cerebrales de Aβ111,112.  
Algunos de los factores de riesgo que aumentan la incidencia de la enfermedad son, 
además, el sexo femenino o el haber sufrido o sufrir ciertas patologías tales como 
depresión, trauma craneal, diabetes mellitus (DM) o hipertensión e hiperlipidemia entre 
otros problemas vasculares, obesidad y ciertos hábitos (fumar, baja actividad física, 
mental y/o social y una dieta inadecuada). No obstante, como ya se ha comentado, el 





La diabetes puede afectar directamente al acúmulo de Aβ en el cerebro, ya que la 
hiperinsulinemia interrumpe el aclaramiento de Aβ cerebral al competir con la insulina 
por el centro activo de la enzima que degrada la insulina114,115.  
También la presión arterial alta se puede considerar un factor de riesgo, pues la 
evidencia sugiere que la hipertensión en la mitad de la vida, y no en la edad avanzada, 
se asocia con un aumento del 50% del riesgo de sufrir EA y demencia en la edad adulta. 
La presión arterial elevada, podría disminuir la integridad vascular de la BHE, dando 
como resultado la extravasación de proteínas en el tejido cerebral, que en consecuencia 
pueden provocar daño celular, apoptosis y un aumento de la acumulación de Aβ116.  
Sin embargo, la relación causal entre hipertensión y el posterior deterioro cognitivo 
está todavía en debate ya que también hay evidencia creciente de que la hipertensión 
puede ser una respuesta protectora a la hipoperfusión cerebral, por lo que serían 
necesarios más estudios para aseverar esta relación115,117. 
La relación entre la EA y el peso corporal parece asociar la obesidad en la mediana 
edad con un aumento del riesgo de padecer EA. Aunque los mecanismos subyacentes de 
esta asociación siguen siendo desconocidos, los estudios sugieren que la resistencia a la 
insulina y la coincidencia con diabetes mellitus pueden desempeñar un papel relevante 
en el posterior desarrollo de esta enfermedad neurodegenerativa118. Con respecto a los 
factores relacionados con el estilo de vida, la asociación entre fumar y el riesgo de EA 
ha sido controvertido y aún no está claro119,120. 
Los estudios epidemiológicos han demostrado que el ejercicio físico tiene un efecto 
beneficioso sobre la salud del cerebro, que podría explicarse a través de múltiples 
mecanismos incluyendo la activación de la plasticidad cerebral, la promoción de la 
vascularización cerebral, la estimulación de la neurogénesis, la reducción de los niveles 
de inflamación o incluso por la disminución de la tasa de formación de Aβ. Se ha 
demostrado que los individuos con altos niveles de actividad física reducen a la mitad el 
riesgo de sufrir la EA (RR = 0,72 para todas las causas de demencia; RR = 0,55 para 
EA) en comparación con aquellos que tienen hábitos más sedentarios120,121.  
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Respecto a la dieta, la adherencia a una dieta mediterránea podría tener un efecto 
beneficioso sobre la memoria y las funciones cognitiva y visual. Un estudio reciente, 
PREDIMED, ha evidenciado que una dieta mediterránea suplementada con aceite de 
oliva o nueces se asocia con una mejora de la función cognitiva122,123. 
La dieta es un factor relevante para mantener las capacidades mentales durante el 
proceso de envejecimiento y es sabido que la desnutrición aumenta el riesgo de 
desarrollar deterioro cognitivo leve (MCI) y EA. Algunos estudios epidemiológicos 
relacionados con las causas de las enfermedades neurodegenerativas destacan la 
influencia de las deficiencias nutricionales en el riesgo de padecer estas 
enfermedades151. En consecuencia una dieta como la mediterránea, basada en vegetales, 
antioxidantes y grasas poliinsaturadas, ha sido vista como un elemento que podría 
disminuir el riesgo de MCI y EA122,124. 
La actividad cognitiva, social e intelectual, conjuntamente con la educación 
superior o el bilingüismo, parece disminuir el riesgo de deterioro cognitivo y demencia, 
al aumentar la reserva cognitiva y la capacidad del cerebro para resistir los efectos del 
daño neuropatológico. Los estudios observacionales muestran que en las personas que 
participan en actividades estimulantes mentales es menos probable desarrollar EA 
(RR=0,54)113. 
Si bien la etiología de la EA no está todavía claramente definida, se sabe que en su 
fisiopatología están implicadas diversas alteraciones histopatológicas, especialmente en 
la corteza, los núcleos basales del prosencéfalo y el hipocampo. Cabe destacar el 
depósito extracelular del péptido Aβ en el parénquima cerebral (placas seniles) y en los 
vasos sanguíneos cerebrales (amiloide vascular) y la formación de NFT de proteína Tau 
hiperfosforilada (pTau)126,127. 
La hipótesis de la cascada amiloide ha sido una de las primeras en formularse para 
explicar el origen de la enfermedad y una de las que más impacto ha tenido en las 
últimas dos décadas, tanto en la práctica médica como entre los investigadores de todo 
el mundo. No es de extrañar, pues, que existan multitud de estudios orientados a intentar 
explicar la EA enfocándose en el péptido Aβ y todas sus implicaciones y a tratar de 





El péptido Aβ (Figura 4) forma agregados que son responsables de iniciar una 
cascada patogénica que conduce, en último término a la pérdida de neuronas y a la 
demencia.  
Para el procesamiento de la APP existen dos vías, la vía de la α-secretasa y la vía de 
la β- y γ-secretasa (Figura 5). En la ruta promovida por la BACE1 primero y  γ-
secretasa después, se libera un péptido Aβ de entre 37 y 43 aminoácidos de longitud. 
Aunque la mayor cantidad del producto resultante es Aβ40, también se genera 
aproximadamente un 10% de Aβ42. Recientes estudios afirman que cuanto mayor sea la 
proporción Aβ42/Aβ40, mayor neurodegeneración tendrá lugar, puesto que cuando 
mayor sea la longitud del péptido, más difícil será su aclarado y más se acumulará en el 
cerebro128,129. De hecho, se ha demostrado experimentalmente que las modificaciones 
neurofisiológicas que se consideran asociadas con la disfunción sináptica de la EA 
pueden iniciarse por la exposición neuronal a concentraciones muy pequeñas de 
oligómeros de Aβ. Los efectos nocivos sobre las sinapsis y las mitocondrias son 
causados por el estrés oxidativo inducido por los oligómeros Aβ42 y la 
hiperfosforilación de Tau128-130. 
 
 
Figura 4. Esquema del proceso de formación de Aβ. Elaboración propia a partir de imágenes creadas por Servier y 
disponibles en www.smart.servier.com. Licencia Creative Commons 3.0 
Los niveles de Aβ en el cerebro están regulados por varios mecanismos: 
aclaramiento fagocítico por la microglia131 y los astrocitos132, transporte a través de la 
BHE por varios receptores de la superficie celular, incluido el receptor para productos 
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finales de glucosilación avanzada (RAGE) expresados en el endotelio cerebral y 
producción o degradación por enzimas127,133.  
Cuando se procesa la APP por las secretasas β y γ, la APP causa un 
almacenamiento exagerado de Aβ en la corteza y el hipocampo en el cerebro con EA. 
Cuando la proteína Aβ se acumula en el cerebro sufrirá una serie de transformaciones 
pasando de monómeros  a monómeros β, después a oligómeros que se transformarán 
en fibrillas insolubles y finalmente darán lugar a las placas de Aβ tan representativas de 
la EA. Hay estudios que indican la existencia de una correlación entre la cantidad de 
placas Aβ y el daño neuronal128,134.  
Sin embargo, la escisión de la APP por la α-secretasa origina el precursor amiloide 
soluble α (sAPPα), que tiene algunas actividades neuroprotectoras dado que facilita el 
crecimiento del axón y reduce la formación de Aβ134. Se ha demostrado que la 
neurotransmisión mediada por GABA está involucrada en la patogénesis de la EA y 
tiene un impacto notable en la neurogénesis adulta del hipocampo, que va desde la 
proliferación de células progenitoras hasta la maduración e integración de nuevas 
neuronas135. 
Los depósitos de NFT, formados principalmente por la proteína pTau mal plegada 
representan otra característica típica de EA. Tau pertenece a la familia de proteínas 
asociadas a los microtúbulos (MAP) que es responsable de garantizar la integridad y la 
estabilidad de los mismos. Los microtúbulos actúan preservando la conformación de las 
neuronas y, por lo tanto, mantienen el contacto entre las mismas, que es necesario para 
la transducción de señales pero también para la capacidad de memoria136.  
Además, Tau contribuye en el transporte de nutrientes esenciales, 
neurotransmisores y orgánulos a lo largo del axón. Este transporte se realiza de forma 
bidireccional, tanto desde el núcleo hacia la periferia como desde la periferia hacia el 
núcleo y por ello es necesario mantener la plasticidad neuronal136.  
Las cinasas y fosfatasas son las enzimas que controlan la unión de Tau a los 
microtúbulos. Sin embargo, en la EA, existe un desequilibrio en la acción de las mismas 





afinidad por los microtúbulos. Esto conlleva la despolimerización de los microtúbulos y, 
en consecuencia, se produce la interrupción del transporte axonal, así como la pérdida 
de la estructura dendrítica136,137.  
Además, dado que pTau presenta una mayor resistencia a las proteasas, esta se 
acumula secuestrando Tau normal y otras MAP, de forma que poco a poco la función de 
los microtúbulos se ve aún más comprometida. La pTau origina oligómeros y ovillos 
amorfos que se desarrollan en pares de filamentos helicoidales (PHF) que precipitan 
junto con proteínas tales como varias proteínas Tau/pTau modificadas 
postraduccionalmente en NFT138,139. 
 
Figura 5. Procesamiento de la APP. Rang & Dale [70] 
Los oligómeros de Aβ42 y la hiperfosforilación de la proteína Tau causan la pérdida 
de sinapsis colinérgicas, lo que resulta en una fuerte disminución del tono colinérgico 
en diferentes áreas cerebrales128. 
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En la actualidad, para explicar la fisiopatología de la EA se han propuesto varios 
mecanismos adicionales como el estrés oxidativo, la inflamación, la disfunción 
metabólica, la desregulación de la homeostasis de los iones metálicos y la influencia 
hormonal, como mecanismos alternativos o combinatorios con Aβ y NFT139. 
El estrés oxidativo y la sobreproducción de ERO están asociados con la 
fisiopatología de los trastornos neurodegenerativos, como se ha comentado 
previamente, y conducen a lesiones de la membrana neural y deterioro de la memoria63. 
El tejido cerebral es más susceptible al estrés oxidativo debido a su alta tasa de consumo 
de oxígeno, baja capacidad regenerativa, alto contenido de ácidos grasos poliinsaturados 
y baja concentración de antioxidantes63,140.  
Las ERO son factores neurotóxicos importantes liberados por la microglia activada. 
Las mitocondrias que se dañan durante el estrés oxidativo pueden producir ERO que 
dañan las proteínas, los ácidos nucleicos y las membranas de ácidos grasos 
poliinsaturados y causan peroxidación lipídica, pérdida de integridad de la membrana y 
aumento de la permeabilidad al calcio (Ca2+). Las ERO también aumentan la 
producción de péptidos Aβ, que inducen estrés oxidativo tanto in vitro como in vivo178. 
Por lo tanto, un círculo vicioso entre la acumulación de ERO y Aβ conduce a la 
apoptosis neuronal y acelera la progresión de la EA141,142. 
Diferentes estudios epidemiológicos indican que la neuroinflamación ocurre en las 
primeras etapas de la EA y que puede describirse como una causa y/o un resultado del 
estrés oxidativo crónico. Esta inflamación conduce a modificaciones en la microglía y 
también astrogliosis. La activación de las células microgliales induce la producción de 
ERO (aniones superóxido y radicales hidroxilo), citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6 
y TNF-α), quimiocinas y prostaglandinas. Todas estas sustancias promueven la muerte 
neuronal, lo que lleva a la exacerbación de la patogénesis de la EA143,144.  
Todos estos datos apoyan el papel de la inflamación crónica en la patogénesis de la 
EA, donde podría ser secundaria a la aparición de las placas seniles y los ovillos 
neurofibrilares y responsable de la neurodegeneración, y/o podría inducir per se la 
formación de estas lesiones, lo que, a su vez, estimularía aún más reacciones 





ubicuas que transforman los ácidos grasos en prostaglandinas (PG) que median los 
procesos de inflamación, representan una posible diana para el tratamiento de esta 
enfermedad145,146. 
Sin embargo, la activación microglial en la EA puede ejercer también un efecto 
protector al liberar factores neurotróficos para promover la supervivencia neuronal y 
parece ser crucial para la fagocitosis de Aβ y su eliminación del cerebro146. 
El análisis de las placas seniles en pacientes con EA ha permitido la detección de 
altos niveles de iones metálicos (Cu+/Cu2+, Zn2+, Fe2+/Fe3+)147. Esta desregulación 
facilita la agregación de Aβ148 y además puede inducir la sobreproducción de ERO a 
través de reacciones similares a las de Fenton con y sin Aβ, causando alteraciones en las 
moléculas biológicas que pueden conducir a la muerte neuronal149. 
También se cree que pueden estar relacionados con la patogénesis de la EA los 
cambios hormonales durante el envejecimiento. Se ha comprobado que los hombres con 
EA tienen niveles de testosterona más bajos en cerebro y suero 150; se sabe que esta 
juega un papel neuroprotector al reducir el estrés oxidativo y los procesos inflamatorios 
que reducen, a su vez, la hiperfosforilación de Tau y la producción de Aβ151. Del mismo 
modo, los estrógenos han demostrado un papel protector contra la EA ya que están 
involucrados en la regulación de la cognición, la viabilidad de las neuronas y la 
acumulación de Aβ152,153. 
Parece claro que la pérdida neuronal en el cerebro de pacientes con EA afecta 
especialmente a las neuronas colinérgicas del núcleo basal de Meynert, en el que se ha 
observado una disminución de colinoacetiltransferasa (CAT), de AChE y del receptor 
nicotínico para la ACh154.  
Aunque la pérdida de neuronas colinérgicas y una disminución general de la 
actividad de la CAT parecen tener una relevancia primaria en la patología de la EA, 
también desempeñan un papel importante en la alteración de los procesos cognitivos 
otros neurotransmisores como la DA, la NA, la histamina (H) y la 5-HT155-157. 
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La serotonina ha sido reconocida como un neurotransmisor con influencia sobre la 
memoria a corto y largo plazo debido a la activación de receptores específicos de 5-HT, 
así como a la modulación de otros sistemas de neurotransmisión como el colinérgico, 
glutamatérgico, dopaminérgico y GABAérgico156-158.  
En el SNC de pacientes con EA el nivel de 5-HT es más bajo, e incluso se observa 
una proporción inferior de receptores de 5-HT (5HT1A, 5HT1B, 5HT1D, 5HT2A y 
5HT6)
159, afectando en mayor medida a los núcleos del rafe, como se ha observado en 
estudios post mortem155. La 5-HT, además, presenta acción inhibidora de la 
neurotransmisión glutamatérgica en la médula espinal y en el hipocampo. Por lo tanto, 
un aumento en los niveles de 5-HT en pacientes con EA, específicamente alrededor de 
las placas de Aβ, puede jugar un papel beneficioso frente a la neurotoxicidad inducida 
por NMDA a través de la inhibición de las corrientes de calcio y la hiperpolarización de 
la membrana202,203 constituyendo un mecanismo de protección intrínseco en respuesta al 
daño excitotóxico inducido por Aβ en la EA160. 
También se ha observado en estudios recientes una degeneración de las neuronas 
monoaminérgicas, que se produce por la acumulación de neurotoxinas como Aβ. En 
cerebros de pacientes con EA se han encontrado niveles más bajos de DA, LD y 
DOPAC, especialmente en los núcleos del giro cingulado, amígdala, estriado y 
rafe161,162.  
Además, se han encontrado niveles más bajos de DA, en el líquido cefalorraquídeo 
(LCR) y en la orina de pacientes con EA, especialmente en los estadios más avanzados 
de la enfermedad. Del mismo modo, también se han encontrado niveles más bajos de 
NA en el hipocampo, la cortezas frontal y temporal, el giro cingulado, el LCR y la 
orina, en los estadios tempranos de la EA163,164. 
En la EA, las neuronas productoras de H del hipotálamo posterior muestran una 
degeneración que conduce a la muerte celular y una disminución en los niveles de H en 
el hipocampo, la corteza temporal, occipital y frontal. Sin embargo, y quizás por la 
actividad de la microglía debido a la inflamación, la H está en mayor concentración en 





La adenosina modula varias funciones sinápticas en el SNC como el sueño y la 
excitación, la cognición y la memoria, entre otras. Diversos estudios han revelado que 
existe disminución de la densidad del receptor de adenosina A1 en el hipocampo en 
cerebros post mortem de pacientes con EA166,167. 
2.3.1. Acetilcolina y receptores colinérgicos 
Como se ha comentado previamente, uno de los principales neurotransmisores 
relacionados con la EA es la ACh. Esta se forma a partir de acetil coenzima A (acetil-
CoA) y colina por acción de la CAT. Esta enzima, responsable de la síntesis de ACh, se 
forma en los ribosomas y debe ser transportada hasta la terminal nerviosa donde llevará 
a cabo su acción, transfiriendo restos acetilo de la acetil-CoA a la colina (Figura 6)70. 
 
 
Figura 6. Biosíntesis y metabolismo de la ACh 
Las colinesterasas son dos enzimas, la AChE y la butirilcolinesterasa (BuChE), 
ambas responsables de la hidrólisis de acetilcolina (y también de butirilcolina). La 
AChE se encuentra principalmente en las uniones sinápticas nerviosas y en áreas que 
expresan una intensa actividad en la corteza cerebral, mientras que en las células gliales 
del cerebro predomina la BuChE168. Ambas juegan un papel muy importante en la 
transmisión colinérgica70.  
La AChE y la BuChE comparten el 65% de homología entre sus estructuras. Ambas 
presentan una tríada catalítica, compuesta por los aminoácidos serina, Glu e histidina, 
que es esencial para su actividad. Sin embargo, el sitio activo de la AChE presenta un 
FERNANDA RODRÍGUEZ ENRÍQUEZ 
 
 70 
volumen interno más pequeño que la BuChE, con una gran área catalítica, siendo esta 
por tanto inhibida por moléculas de mayor tamaño. 
En la AChE, el subsitio aniónico está definido por los residuos Trp84, Phe330 y 
Phe331 e interactúa con la estructura de la ACh a través del grupo amino cuaternario 
cargado positivamente. Además de los dos subsitios descritos en el centro catalítico, la 
AChE posee un sitio de unión adicional para la ACh y otros ligandos cuaternarios, que 
se denomina sitio aniónico periférico (PAS)168.   
En la BuChE el PAS está localizado en la entrada de la cavidad. Los residuos de 
aminoácidos Asp70 y Tyr332 están involucrados en la unión inicial de los sustratos 
cargados positivamente. 
Se ha observado que en la EA, si bien la actividad de la AChE disminuye en el 
hipocampo y la corteza temporal, la actividad de la BuChE, sin embargo, aumenta. 
Diversos estudios han demostrado que la inhibición de la BuChE que se produce con 
rivastigmina se correlaciona con una mejora de la cognición en pacientes con EA168.  
Los receptores nicotínicos de ACh (nAChR) se subdividen en dos clases 
fundamentales: musculares y neuronales. Los neuronales, a su vez, pueden estar en la 
periferia en ganglios del sistema nervioso autónomo, o en el SNC. Todos ellos son 
estructuras pentaméricas que actúan como canales iónicos controlados por ligandos. Las 
cinco subunidades que forman el complejo receptor-canal son de estructura parecida y 
hasta la fecha se han identificado y clonado 17 miembros diferentes de esta familia, 
denominados  (10 tipos),  (4 tipos), ,  y  (uno de cada). Cada una de las cinco 
subfamilias posee cuatro dominios transmembrana en hélice, y cada una de esas hélices 
de cada subunidad configura el poro central70. 
Los receptores muscarínicos (mAChR) son receptores acoplados a proteínas G y se 
han caracterizado cinco subtipos diferentes (M1-M5). Los miembros M1, M3 y M5 se 
acoplan a proteína Gq para activar la vía de inositol trifosfato (IP3), mientras que los M2 
y M4 inhiben la adenilato ciclasa a través de Gi y, por tanto, reducen las concentraciones 
intracelulares de AMPc. Los receptores M1 en el SNC intervienen en efectos 





2.3.2. Tratamiento farmacológico de la EA 
Dado que en la EA disminuye la actividad colinérgica, no es de extrañar que se 
recurra a los inhibidores de AChE para intentar mantener los niveles de este 
neurotransmisor en las sinapsis colinérgicas22. El primer fármaco aprobado por la FDA 
como inhibidor de la enzima responsable de la degradación de la ACh fue la tacrina. Sin 
embargo, la tacrina presenta toxicidad hepática, por lo que este fármaco se retiró de la 
mayoría de los mercados, introduciéndose nuevos medicamentos inhibidores de la 
AChE que carecen de este efecto adverso22,170. 
Los tratamientos actualmente aprobados por la FDA para las manifestaciones 
cognitivas de la EA incluyen cinco medicamentos171,172. Cuatro de ellos, rivastigmina, 
galantamina y donepezilo, además de la ya mencionada tacrina, son inhibidores de la 
AChE. Pese a su extendida utilización estos fármacos actúan sobre la sintomatología, 
por lo que no revierten la enfermedad ni recuperan las poblaciones neuronales 
dañadas171,172.  
Un gran problema es que solo en un tercio de los pacientes tratados con estos 
medicamentos muestran efectos beneficios, por lo que los estudios de costo-beneficio 
de los inhibidores de la AChE no han demostrado rentabilidad. Aún así, siguen siendo 
el tratamiento de primera línea de esta enfermedad173,174.  
Actualmente, el tratamiento estándar de la EA recomienda combinar inhibidores de 
AChE con memantina172, un antagonista del receptor de NMDA, que protege las 
neuronas y reduce la excitotoxicidad al bloquear la estimulación patológica del receptor 
de NMDA, regulando así la entrada de Ca2+ en las neuronas y protegiéndolas de la 
neurodegeneración. Es el único medicamento autorizado para etapas más avanzadas de 
la EA que muestra efectividad172-174. 
Si bien los esfuerzos iniciales en la búsqueda de dianas potenciales para el 
tratamiento de la sintomatología de la EA se habían centrado mayormente en buscar 
moléculas capaces de inhibir la AChE, actualmente también se centran en encontrar 
inhibidores capaces de actuar en el sitio activo de la BuChE. Ya que se ha demostrado 
la importancia de la inhibición tanto de AChE como de BuChE en la fisiopatología y el 
tratamiento farmacológico de la EA169. 
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Diversos estudios también señalan que el R-(-)-deprenilo, un inhibidor selectivo de 
la MAO-B con actividad antioxidante (utilizado en la EP), mejora la función cognitiva y 
la conducta en los pacientes con EA. En estos pacientes la actividad de la MAO está 
incrementada y esto produce un aumento de los niveles de H2O2 y radicales libres que 
constituyen una fuente de estrés oxidativo para las neuronas vulnerables afectadas por la 
EA13,175. 
Existen otros fármacos como los antioxidantes (vitaminas C y E), los 
antiinflamatorios, las estatinas y los estrógenos que se suelen asociar al tratamiento de la 
EA, si bien no constituyen per se la terapia farmacológica para esta enfermedad. Con 
ellos, se intenta que el progreso de la enfermedad sea más lento, tratando de prevenir el 
deterioro cognitivo176.  
Aún así, y a pesar de todos los fármacos mencionados previamente, la terapéutica 
de la EA sigue siendo pobre en su eficacia y nula en el tratamiento de la causa. Por ello 
deben aunarse esfuerzos para tratar por un lado de determinar los factores que dan lugar 
a esta enfermedad neurodegenerativa y por otro de mejorar la terapéutica disponible 
para este tipo de pacientes. 
Actualmente las estrategias terapéuticas en desarrollo se centran en fármacos que 
actúen sobre el procesamiento de la APP, inhibidores de la fosforilación y agregación 
de Tau, inmunización, terapia génica y celular, etc. 
Con el objetivo de disminuir la producción de Aβ, la investigación se ha centrado 
en la inhibición de γ y/o β-secretasa y la activación de la α-secretasa. La inhibición 
inespecífica de la β-secretasa puede dar lugar a efectos adversos ya que esta enzima 
tiene muchos más sustratos que la APP, entre los que se encuentran la neurorregulina-1, 
implicada en la mielinización de los nervios periféricos. El desarrollo de inhibidores de 
la γ-secretasa presenta problemas similares puesto que esta enzima procesa también 
múltiples proteínas, entre las que se encuentra la Notch, encargada de regular la 
proliferación celular, el desarrollo, la diferenciación, la comunicación y la supervivencia 
celular. Para evitar los efectos adversos de los inhibidores de la γ-secretasa, se 
postularon los moduladores selectivos que bloqueen la enzima alterando el 





momento, los inhibidores de γ y β-secretasa desarrollados no han conseguido mejorar la 
cognición respecto al placebo en los pacientes con EA. La activación α-secretasa que 
conduce al procesamiento no amiloidogénico de la APP resulta una estrategia atractiva; 
sin embargo no se han encontrado moléculas, en modelos animales, que sean realmente 
eficaces en esta vía por lo que apenas se encuentran fármacos con este mecanismo de 
acción en la fase de ensayo clínico.177 
Las estrategias dirigidas a pTau incluyen fármacos que se encuentran actualmente 
en ensayos clínicos para prevenir la hiperfosforilación, así como aquellos dirigidos a la 
estabilidad y agregación de los microtúbulos. La hiperfosforilación de Tau es regulada 
por cinasas y fosfatasas. Por tanto, la inhibición de cinasas o el aumento de la función 
de las fosfatasas pueden alterar la fosforilación anormal de Tau. Aunque se ha 
demostrado que el litio y el ácido valproico inhiben la fosforilación de Tau, su beneficio 
en la función cognitiva es controvertido178.  
La vacunación es otra estrategia para eliminar la Tau del cerebro. AADvac1 es un 
péptido sintético derivado de los aminoácidos 294 a 305 de la Tau humana, que es el 
determinante estructural esencial para la interacción patológica Tau-Tau en los NFT; es 
actualmente el único que ha alcanzado la fase II de ensayos clínicos y continúa en 
desarrollo179. En un estudio preclínico, AADvac1 mejoró la función sensoriomotora y 
redujo la patología NFT en ratas transgénicas que expresan Tau truncada humana y 
mostró perfiles favorables de seguridad y tolerabilidad en roedores y animales más 
grandes177,180.  
La inmunización activa para mejorar el aclaramiento de Aβ se ha realizado con 
Aβ42 u otros fragmentos sintéticos, resultando exitosa en modelos transgénicos de la 
EA. Sin embargo, los ensayos clínicos inicialmente prometedores, han sido 
parcialmente suspendidos por la aparición de meningoencefalitis en algunos pacientes.  
Por otro lado, la inmunización pasiva con anticuerpos monoclonales o policlonales 
dirigidos contra Aβ ha demostrado que además de reducir la carga amiloidogénica 
neuronal, mejora el déficit cognitivo en animales transgénicos. Sin embargo 
bapineuzumab y solanezumab, 2 anticuerpos monoclonales que han alcanzado la fase 
III han terminado fracasando al no mostrar los beneficios clínicos esperados en 
pacientes con EA leve-moderada 181.  
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Los esfuerzos pioneros en el tratamiento de la neurodegeneración mediante terapias 
génicas o el reemplazo celular han mejorado técnicamente, recientemente, en términos 
de seguridad y eficiencia y se han incorporado a la clínica mostrando resultados 
alentadores. Se ha encontrado que el trasplante neuronal a menudo está relacionado con 
la génesis tumoral, mientras que el trasplante de poblaciones más puras de células 
precursoras mejora los déficits de memoria sin tumores asociados en el hipocampo de 
ratones. Incluyendo objetivos como la disminución de la patología Tau, los factores de 
crecimiento neuronal para apoyar las neuronas, el desarrollo de patrones de genes 
específicos de células para controlar la identidad celular y la modulación de la 
neuroinflamación para una respuesta inmune adecuada, las terapias basadas en células 
pueden representar estrategias potenciales en el futuro. En los últimos años, además, se 











Las cumarinas (2H-1-benzopiran-2-onas) constituyen un metabolito común en las 
plantas, aunque su presencia ha sido también detectada en microorganismos y fuentes 
animales; presentan gran interés por las muchas y diversas actividades farmacológicas 
que poseen. En las plantas se encuentran en diferentes familias de las Angiospermas, 
entre las cuales destacan las Apiaceae, Rutaceae o Asteraceae. Aunque están 
distribuidas en todas las partes de la planta, muestran mayores concentraciones en las 
frutas y las semillas, seguido de las raíces y las hojas183.  
La cumarina simple fue aislada por primera vez en 1820 por Vogel184 del haba 
tonka (Dipteryx odorata), comúnmente llamada Coumarou. Desde entonces, 
investigadores de todo el mundo han logrado aislar o sintetizar y caracterizar miles de 
compuestos con estructura de cumarina.  
Se han aislado también cumarinas en el látex del árbol de la selva tropical 
Calophyllum teysmannii var. inophylloide, en el té verde y otros alimentos como la 
achicoria. También se encuentran altas concentraciones en algunos aceites esenciales 
como el aceite de casia, el aceite de corteza de canela y el aceite de lavanda. Las 
condiciones y los cambios estacionales podrían influir en la presencia de las cumarinas 
en diversas partes de la planta. Su función en las mismas todavía no está clara, aunque 
se cree que pueden actuar como reguladores del crecimiento, bacteriostáticos, 
fungistáticos o incluso ser productos de desecho185,186. 
La presencia de las cumarinas en la dieta es bastante alta, ya que se encuentran en 
verduras, frutas, nueces, café y otras semillas, té y vino. Se estima que la dieta 
occidental promedio puede contener aproximadamente 1 g al día de benzopironas, 
siendo las estructuras predominantes las cumarinas y los flavonoides. La toxicidad 
asociada al consumo de las cumarinas en la dieta suscita opiniones contrapuestas, pues 
algunos investigadores afirman que no existen problemas de toxicidad183, mientras que 
otros aseguran que pueden dar lugar a problemas hepáticos187. Se ha descrito que esta 
toxicidad es dependiente del metabolismo y de la especie188.  
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2.4.2. Actividad farmacológica 
Las cumarinas de origen natural se pueden clasificar en seis tipos de estructuras 
químicas: cumarinas simples, furanocumarinas, dihidrofuranocumarinas, 
piranocumarinas (lineales o angulares), fenilcumarinas y biscumarinas189. Las 
numerosas actividades farmacológicas evidenciadas por los derivados de cumarina 
dependen de su estructura central y de los diferentes sustituyentes que presente la 
molécula183,189. Así, por ejemplo, no tendrán las mismas actividades las cumarinas 
simples, las cumarinas policícliclas o las biscumarinas.  
El tipo de sustituyente y la posición que este ocupe en el núcleo de cumarina 
determina no solo la potencia de la actividad farmacológica, sino también el tipo de 




Figura 7. Estructuras químicas de diversas cumarinas simples 
Entre las actividades farmacológicas más estudiadas destaca su actividad 
antibacteriana190, antifúngica191, antiviral192, antimutagénica193, antioxidante194, 
secuestradora de radicales libres195, antiinflamatoria196, antitrombótica197, 
anticancerígena196, anticoagulante198, vasodilatadora199, estimulante del SNC200 o 





El anillo de 2H-1-benzopiran-2-ona es plano, aromático y lipofílico y, por lo tanto, 
capaz de interaccionar con muchas dianas biológicas, pues estas presentan por lo 
general sitios de unión lipofílicos, formando un fuerte enlace hidrofóbico, 
principalmente por interacciones π–π con aminoácidos aromáticos como pueden ser la 
fenilalanina, la tirosina o el triptófano. Además, el grupo lactona le confiere a la 
estructura la capacidad de realizar fuertes enlaces polares, como puentes de hidrógeno o 
interacciones dipolo-dipolo. Las enzimas con actividad esterasa son capaces de abrir el 
anillo de lactona, dando lugar, por hidrólisis, a una nueva estructura24,183. 
La primera referencia de las cumarinas como agentes terapéuticos data de 1936 de 
la mano de Von Weder206. Bose en 1958 resumió la mayoría de las propiedades 
biológicas de las cumarinas naturales207 y Soine en 1964, publicó una revisión sobre los 
efectos biológicos y farmacológicos de las cumarinas conocidas208. Desde entonces, son 
muchos los autores en todo el mundo que utilizan la pequeña estructura de la cumarina 
como scaffold para llevar a cabo una farmacomodulación dirigida, buscando nuevos 
derivados con propiedades farmacológicas, en muchos casos de tipo multidiana.  
En relación con las enfermedades neurodegenerativas, numerosos estudios han 
demostrado su efecto neuroprotector frente a las ERO y la neuroinflamación. Además, 
diversas cumarinas presentan actividad inhibitoria de la agregación del péptido  A o 
inhiben otras enzimas implicadas en la EA o la EP como la MAO24,202, la AChE y 
BuChE24, 203, la COX205 o la 5-lipoxigenasa (5-LOX)204. 
2.4.2.1. Actividad antioxidante 
En las últimas décadas un número creciente de publicaciones sobre cumarinas y 
flavonoides ha destacado su actividad antioxidante, considerando los beneficios de su 
ingestión dietética y el uso farmacológico. Desde que comenzó el interés de la 
investigación biomédica por las cumarinas, se han evaluado gran cantidad de estos 
compuestos, tanto naturales como derivados sintéticos simples con varios grupos 
hidroxilo y distintos sustituyentes para conocer su actividad antioxidante. La actividad 
antioxidante se debe, en parte, a la capacidad de muchas cumarinas para inhibir la 
peroxidación lipídica y el secuestro de especies reactivas de oxígeno, como por 
ejemplo, los radicales superóxido e hidroxilo y el ácido hipocloroso194. 
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Numerosas cumarinas han evidenciado perfiles bioquímicos beneficiosos en 
relación con procesos fisiopatológicos dependientes de ERO209. La posibilidad de 
deslocalización de radicales en el núcleo de 2H-1-benzopiran-2-ona permite que la 
mayoría de las cumarinas sean buenos antioxidantes al actuar como captadores de 
radicales libres, aunque algunas cumarinas (principalmente hidroxicumarinas) también 
pueden prevenir la formación de radicales libres al quelar iones metálicos210. 
Varios estudios han demostrado que la capacidad antioxidante de los derivados de 
cumarina no se basa solo en la eliminación directa de ERO y ERN, sino que también 
están involucrados otros mecanismos como la quelación de metales como Fe2+ y Cu2+ 
(que catalizan la reacción de Fenton) y la inhibición de las enzimas productoras de ERO 
y ERN como la xantina oxidasa, la mieloperoxidasa y la lipoxigenasa (LOX). Esto 
sugiere que los mecanismos involucrados a nivel celular son complejos y sinérgicos211.  
La introducción de grupos hidroxilo en las posiciones 6 y 7 del núcleo de la 
cumarina genera estructuras con capacidad de inhibir la xantina oxidasa, impidiendo la 
producción de ERO y dando lugar, pues, a un efecto antioxidante210. 
Al analizar la relación estructura-actividad (REA) de estos compuestos se ha visto 
que las posiciones más interesantes a la hora de dotar a las moléculas de actividad 
antioxidante in vitro son las posiciones 6, 7 y 8, en forma de 6,7-dihidroxicumarinas o 
7,8-dihidroxicumarinas.  
Adicionalmente se han estudiado diferentes híbridos que combinan en una misma 
molécula la estructura de cumarina y diferentes flavonas. Así, sobre estructuras híbridas 
chalcona-cumarina, la introducción de un grupo hidroxilo en la posición 6 de la 
cumarina ha dado lugar a moléculas con capacidad de neutralizar radicales libres y con 
un buen perfil citoprotector212. 
Recientemente se ha evaluado una nueva serie de derivados híbridos chalcona-
cumarina (Figura 8), con actividad antioxidante y agonista del receptor activado por 
proliferadores peroxisomales / (PPAR/); alguno de estos híbridos ha resultado ser 
incluso más potente que el fenofibrato utilizado como fármaco de referencia. Además, 





presentan propiedades antioxidantes superiores al trolox. Al analizar su REA, se ha 
visto que la introducción de un grupo nitro en la posición 6 del núcleo de cumarina da 
lugar a compuestos con una mayor eficacia como agonistas de PPAR y PPAR209. 
 
Figura 8. Estructura química de derivados híbridos chalcona-cumarina. X = doble o simple enlace 
 
También se han llevado a cabo estudios sobre estructuras que presentan dos núcleos 
de cumarina fusionados (Figura 9). Estos derivados inhiben la oxidación del ADN 
causada por •OH, Cu2+/GSH y cloruro de 2,2’-azobis(2-amidinopropano) (AAPH), 
incluso en ausencia de grupos hidroxilo212.  
   
Figura 9. Estructura química de derivados con dos núcleos cumarina fusionados 
La sustitución con un grupo hidroxilo y un grupo N,N-dimetilamino, localizados en 
diferentes anillos bencénicos, ha originado derivados con un efecto inhibidor de la 
oxidación del ADN inducida por AAPH tres veces mayor que aquellos que presentan un 
único grupo hidroxilo. Por lo tanto, la combinación de ambos grupos puede ser una 
estrategia novedosa en el diseño de cumarinas fusionadas para obtener nuevos fármacos 
con actividad antioxidante213. 
En los últimos años también se han evaluado como posibles agentes antioxidantes 
derivados pirazolocumarina (Figura 10) que han demostrado, además de una excelente 
actividad antifúngica y antimicrobiana contra diferentes cepas bacterianas, una potente 
actividad antioxidante llevando a cabo la neutralización •OH y del radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH•).  
 




Figura 10. Estructura química de derivados de pirazolocumarina 
El análisis detallado de la REA de estos derivados indica que la introducción de un 
anillo de pirazol da lugar a una actividad antioxidante superior a la que presentan los 
derivados con grupos carbazona o hidrazona205,214. 
2.4.2.2. Actividad antiinflamatoria 
La inflamación es una respuesta del organismo esencial frente a cualquier agresión. 
Se cree que está presente en el inicio de diferentes enfermedades como la obesidad, el 
cáncer y las enfermedades neurodegenerativas. Considerando que la cascada bioquímica 
del ácido araquidónico (AA) conduce a la formación de mediadores pro-inflamatorios 
como PG y leucotrienos (LT), bloquear esta vía es una forma de combatir la 
inflamación215.  
Numerosas cumarinas aisladas de plantas o de origen sintético poseen significativa 
actividad antiinflamatoria y analgésica. Los sustituyentes hidroxilo en posiciones 4 y 7 
son responsables de la elevada actividad de las cumarinas como agentes 
antiinflamatorios no esteroideos. Existen además, amidocumarinas que presentan 
actividad combinada antioxidante-antiinflamatoria216. 
Entre los derivados de cumarina con actividad antiinflamatoria, cabe destacar los 
derivados de furanocumarina y de piranocumarina215. Entre las furanocumarinas, 
destaca la imperatorina (Figura 11). Esta molécula se encuentra en Angelica dahurica, 
Glhenia littoralis, Cnidium monnieri y Peucedanum praeruptorum así como en otras 
especies de Apiaceae. Estas plantas se usan en la medicina tradicional china y coreana, 






Figura 11. Estructura química de imperatorina 
La mayoría de los estudios que investigan la actividad antiinflamatoria de la 
imperatorina fueron llevados a cabo en células RAW264.7 utilizando lipopolisacárido 
(LPS) como agente pro-inflamatorio217 y sobre el edema plantar en ratón inducido por 
carragenina218,219. En general, la inhibición de la óxido nítrico sintasa (NOS) y la COX-
2 ha sido descrita como el mecanismo de acción de la actividad antiinflamatoria de este 
derivado de furanocumarina. La imperatorina también ha demostrado ser eficiente en 
rinitis alérgica217, lesión pulmonar aguda inducida por LPS en ratón220 y además 
presenta un efecto antialérgico en asma alérgica mediada por células Th-2 221. 
Un isómero de la imperatorina, la isoimperatorina, tiene actividad inhibitoria de 
COX y también muestra inhibición de la expresión inducida por el factor de necrosis 
tumoral (TNF-α)222, lo que explica sus propiedades antiinflamatorias. También han sido 
evaluadas como inhibidores de la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) diversas 
furocumarinas extraídas de plantas de origen chino223. 
Otra furocumarina destacable por su acción antiinflamatoria es la seselina (Figura 
12), obtenida de Sigmathantus trifoliatus, que ha demostrado inhibir la hiperalgesia 
inflamatoria y también presenta efecto antinociceptivo224.  
La calipterixina y un derivado de dihidroseselina obtenidas de Seseli resinosum, 
(Figura 12) se han asociado con inhibición de enzimas inflamatorias como iNOS y 
COX-2 y citocinas como TNF-α e IL-6 a través de las vías NF-κB, MAPK y Akt225.  
              
 
Figura 12. Estructura química de seselina (izqda.) y calipterixina (dcha) 
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La Angelica decursiva es una planta utilizada en la medicina tradicional coreana, a 
partir de la cual se han obtenido cumarinas, que inhiben también en células RAW 264.7, 
la producción de óxido nítrico (NO) y TNF-, así como la expresión de la iNOS y la 
COX-2. Estos resultados sugieren que las cumarinas aisladas de A. decursiva podrían 
usarse como posibles cabezas de serie para el desarrollo de agentes terapéuticos para los 
trastornos asociados a la inflamación226. 
 
Diversas sesquiterpenocumarinas extraídas de Ferula szowitsiana presentaron in 
vitro propiedades inmunomoduladoras y antiinflamatorias, reduciendo la expresión de 
la iNOS y COX-2227. 
 
Otras cumarinas como diferentes praeruptorinas (Figura 13), obtenidas de las raíces 
de Peucedanum praeruptorum, han demostrado reducir la producción de NO y la 
liberación de IL-1β, IL-6 y TNF-α inducida por macrófagos estimulados por LPS228,229. 
La corimbocumarina (Figura 13), aislada de Seseli gummiferum subsp. corymbosum, 
ejerce su efecto al suprimir la activación de NF-κB e induce la expresión de 
hemooxigenasa 1 (HO-1)229,230.  
 
               
 
Figura 13. Estructuras químicas de praeruptorina A (A), praeruptorina B (B), praeruptorina E (C) y corimbocumarina (D) 
El ostol (Figura 14), aislado de las semillas de Cnidium monnieri, puede inhibir la 
generación de ERO, la activación de NF-κB y la expresión de la COX-2 en macrófagos 
activados por lipopolisacárido (LPS)230.  
 






2.4.2.3. Inhibición enzimática 
MAO 
Además de la inhibición, previamente descrita, de enzimas implicadas en procesos 
de oxidación o inflamación, se han aislado y/o sintetizado numerosas cumarinas con 
actividad sobre otras enzimas implicadas en las enfermedades neurodegenerativas231. 
Presentan actividad inhibidora de la MAO algunas cumarinas procedentes de Rutáceas, 
Malváceas o Monascáceas. Destacan las cumarinas procedentes de Zanthoxylum 
schnifolium, cumarina-lignanos aisladas de las raíces de Hibiscus syriacus232, o 
derivados cumarínicos procedentes de Monascus anka233. 
Las geiparvarinas (Figura 15), cumarinas sustituidas en la posición 7, que se 
extraen de las hojas de Geijera parviflora, presentan in vitro potente actividad 
inhibidora de la MAO con fuerte selectividad por la isoforma B. Si bien las 
modificaciones estructurales llevadas a cabo en  el núcleo de la cumarina o la furanona 
de geiparvarina disminuyen la actividad inhibidora de la MAO, la eliminación del grupo 
metilo en el puente alquenoxi proporciona un derivado con mayor potencia inhibidora 
de la MAO-B y una gran selectividad por esta isoforma24,234. 
 
Figura 15. Estructura química de la geiparvarina 
Adicionalmente, se han evaluado distintas series de derivados sintéticos de 
cumarina, observándose que la naturaleza y posición de los sustituyentes sobre el anillo 
de benzopiranona condicionan su actividad sobre la MAO y su selectividad por una de 
las isoformas.  
Como se ha indicado previamente, la MAO presenta dos isoformas. En ambas la 
presencia de aminoácidos hidrofóbicos en la entrada de la cavidad, donde se encuentra 
el centro activo de la enzima, favorece las interacciones hidrofóbicas. Los estudios de 
modelización molecular mostraron que el espaciador oximetileno de las 7-
benciloxicumarinas se ajusta a la cavidad de entrada de la MAO-B, y puede establecer 
un enlace de hidrógeno entre el oxígeno y el residuo Tyr326 situado en la cavidad de 
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entrada de la enzima. A diferencia de la MAO-B, la cavidad de entrada de la MAO-A 
puede acomodar grupos más voluminosos y muestra una gran afinidad por el espaciador 
7-sulfoniloxi, que actúa como un aceptor de enlaces de hidrógeno. Además, se ha 
descrito que las sustituciones en posiciones 3 ó 4 del esqueleto de cumarina con grupos 
metilo u otros grupos de pequeño tamaño incrementan la afinidad por la MAO-B de los 
derivados 7-benciloxicumarina, mientras los ésteres 7-sulfoniloxi presentan mayor 
selectividad hacia la MAO-A24.  
Otra de las posiciones ampliamente estudiada para la obtención de cumarinas con 
actividad inhibidora de la MAO es la posición 3. En las 3-fenilcumarinas y 3-
heteroarilcumarinas, la presencia de sustituyentes en diferentes posiciones del núcleo 
cumarina modula la actividad y la selectividad por las isoformas A/B de la MAO. Se ha 
visto que la introducción de grupos hidroxilo en posición 4 en estos derivados, da lugar 
a una pérdida de la actividad inhibidora de la MAO-B. Los estudios de modelización 
molecular sugieren que los grupos hidroxilo en esta posición podrían ejercer un choque 
estérico con la Tyr326, lo que se corresponde con el análisis de su REA235. La 
sustitución con un grupo hidroxilo en la posición 4 de los derivados de 3-
benzamidocumarina también reduce la actividad inhibidora de la MAO-B236-240. 
Numerosos estudios para modular la afinidad, selectividad y propiedades 
farmacocinéticas de las cumarinas se centran en la posición 4 del anillo de cumarina. La 
7-[(3-clorobenzil)oxi]-4[(metilamino)metil]cumarina (NW-1772) ha sido patentada por 
su capacidad de atravesar la BHE, su baja toxicidad y su potencia y actividad frente a la 
MAO-B. Un análogo abierto de esta molécula, la safinamida, como ya se ha 
mencionado previamente, ha sido aprobado para el tratamiento de la EP, administrada 
conjuntamente con LD para tratar la enfermedad en estadios avanzados24. 
ChEs 
Se han descrito un gran número de derivados de cumarina con actividad 
anticolinesterásica.  
Las cumarinas escopoletina y escopolina, aisladas del rizoma de Scopolia 
carniolica provocan in vitro e in vivo un incremento de la concentración de ACh, 





           
 
Figura 16. Estructura química de escopoletina (izqda) y escopolina (dcha) 
Distintas cumarinas aisladas de Peucedanum ostruthium y Ferula lutea y 4-
fenilcumarinas aisladas de Mesua elegans mostraron también actividad inhibitoria de la 
AChE. Las furocumarinas esfondina y pimpinellina (Figura 17), obtenidas de 
Heracleum spp. mostraron una potente actividad inhibidora frente a AChE y BuChE242.  
      
Figura 17. Estructura química de esfondina (izqda) y pimpinellina (dcha) 
Los sustituyentes voluminosos en posición 7 del núcleo de la cumarina conducen a 
derivados con actividad inhibidora de AChE. También las sales de amonio cuaternario 
con un núcleo cumarina resultaron inhibir la AChE y la BuChE, con mayor potencia 
sobre la AChE. El átomo de nitrógeno cuaternario podría incrementar la interacción de 
la cumarina en el sitio periférico de la enzima, aumentando así la actividad inhibidora 
de la AChE243,244. 
Se han descrito también sales de N-bencilpiridinio (Figura 18) con un núcleo de 
cumarina que poseen mayor actividad sobre la AChE que sobre la BuChE y 
carboxamidocumarinas como inhibidores selectivos de la AChE245,246. 
     
Figura 18. Estructura química de derivados de 3-(N-bencilpiridinioalquilamido)cumarina (izqda), 3-(N-
bencilpiperidinalquilcarboxamido)cumarina (dcha) 
Una estrategia muy actual en el diseño de inhibidores de ChE consiste en conjugar 
derivados de cumarina con fármacos conocidos como el donepezilo o la tacrina. Los 
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estudios de modelización molecular de estas nuevas moléculas sugieren que se unen 
tanto al sitio aniónico catalítico como al PAS, con preferencia de la cumarina por el 
sitio periférico. La planaridad de la cumarina y las posibles interacciones - con los 
residuos aromáticos de la enzima favorecen su acomodación, mientras que una carga 
positiva neta (sales de amonio) o un nitrógeno protonable permiten fuertes interacciones 
cation-π con el sitio catalítico. 
BACE1 
La BACE1 es una aspartil proteasa transmembrana relacionada con la familia de la 
pepsina. El dominio catalítico contiene dos residuos de proteasa aspártica característicos 
(Asp-Thr/Ser-Gly-Ser/Thr) que forman el sitio activo y están orientados hacia la luz del 
compartimento intracelular. Aunque se han encontrado numerosos peptidomiméticos 
con actividad inhibidora de BACE1 in vitro, estas moléculas no presentan un perfil 
farmacocinético adecuado; por ello se buscan nuevos inhibidores no peptídicos con un 
tamaño lo suficientemente elevado para unirse al sitio activo con alta afinidad, pero por 
otra parte, lo suficientemente pequeñas para tener un perfil farmacocinético favorable 
que les permita conseguir una adecuada penetración en el SNC247. 
Los estudios llevados a cabo sobre distintas furanocumarinas naturales obtenidas de 
la planta medicinal Angelica dahurica, mostraron que cinco de ellas presentan actividad 
inhibidora de BACE1: isoimperatorina, imperatorina, (+)-oxipeucedanina, (+)-
biacangelicol y (+)-biacangelicina. Sin embargo, esta actividad fue inferior a la del 
inhibidor de referencia, el peptidomimético sintético Lys-Thr-Glu-Glu-Ile-Ser-Glu-Val-
Asn-(statine)-Val-Ala-Glu-Phe-OH248. 
Analizando diferentes estructuras cumarínicas, se observó que si bien la cumarina 
simple carece de actividad inhibidora de BACE1, moléculas como isoimperatorina e 
imperatorina (Figura 11), ambas con un grupo preniloxi en la posición 5 ó 8 
respectivamente, sí resultaron activas como inhibidores de BACE1. Al analizar 
estructuras como la bergamotina y el 8-geraniloxipsoraleno, ambas con grupos 
geraniloxi en lugar de preniloxi en las posiciones 5 ó 8, se observó que eran 
significativamente más activas que aquellas que presentaban grupos preniloxi. El 
aurapteno, una cumarina que presenta un grupo geraniloxi en la posición 7, también 





introducción de un grupo metoxilo adicional en la posición 5 ó 8, puede tener una 
influencia significativa en la actividad inhibidora de BACE1. Según los resultados 
mencionados anteriormente, las sustituciones funcionales en el anillo de benceno 
aumentan o disminuyen selectivamente la inhibición de la actividad inhibidora de la 
BACE1, y un grupo geraniloxi parece ser relevante para esta actividad249.  
            
 
Figura 19. Estructura química de bergamotina (A), 8-geraniloxipsoraleno (B) y aurapteno (C) 
Así mismo, y tras la realización de diversos estudios, se ha observado la afinidad 
por la BACE1 de los derivados fenilpiperazínicos de cumarinas (Figura 20), actuando 
estos como inhibidores250.  
 
 
Figura 20. Estructura química de derivados de piperazinfenilcarboxamidocumarina 
 
COX 
Tanto cumarinas naturales, extraídas generalmente de plantas, como cumarinas 
sintéticas han demostrado interesantes propiedades como inhibidoras de COX o ser 
capaces de regular los niveles de expresión de esta enzima. 
La COX presenta dos isoformas, la COX-1 y la COX-2. Ambas poseen en su 
estructura dos dominios: uno de unión a la membrana, constituído por 4 hélices que 
forman un canal, y otro que posee la actividad enzimática. En esta región hay dos 
lugares activos, uno que cataliza la ciclooxigenación y otro la peroxidación. Ambas 
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isoformas son las responsables de la conversión del AA en PGs y tromboxanos (Tx). 
Aunque ambas COX tienen una afinidad similar por el AA y presentan una homología 
en su estructura de un 90%, su afinidad por los sustratos es ligeramente diferente, al 
igual que su presencia en el organismo. La COX-2 presenta un canal más amplio que 
permite el acceso de moléculas de mayor tamaño que no penetrarían en la COX-1251,252. 
La 7-N-acetilamino-4-metilcumarina, una cumarina sintética, se reveló como un 
agente antiagregante plaquetario prometedor, tanto in vitro como in vivo, a través de la 
inhibición de la COX-1, lo que resulta en la regulación descendente del TxA2, la 
modulación del factor tisular y la inhibición de la agregación plaquetaria253. 
Diversos derivados de cumarina con una base de Schiff en posición 7 se evaluaron 
como posibles agentes antiinflamatorios y antioxidantes tanto en estudios in vitro como 
in vivo. El compuesto (E)-4-metilcumarina-7-formadoxima logra una potente inhibición 
de COX-1 y además reduce el edema inducido por Saccharomyces cerevisiae en la 
aponeurosis plantar en ratón254. Se describieron además varias cumarinas con bases de 
Mannich que, sin embargo, mostraron una mejor actividad inhibidora de la lipoxigenasa 
(LOX) que de la COX-1255. 
La furanocumarina bergapteno (Figura 21), aislada de Euodia daniellii demostró 
actividad inhibidora de COX-2256.  
 
 
Figura 21. Estructura química del bergapteno 
La evaluación de los efectos antiinflamatorios de la nodakenina (Figura 22), una 
cumarina aislada de las raíces de Angelica gigas, evidenció su capacidad inhibidora de 
la COX-2 en estudios in vitro. Los resultados indicaron que la nodakenina inhibe, de 
manera dependiente de la concentración, tanto la COX-2 como la iNOS. Además, se 
descubrió que inhibe la producción y la expresión del ARNm de TNF-, IL-6 e IL-1 







Figura 22. Estructura química de la nodakenina 
Las cumarinas tricíclicas sulfonatadas (Figura 23) demostraron ser capaces de 
inhibir la producción de NO y prostaglandina E2 (PGE2) inducida por LPS en 
macrófagos RAW264.7, tienen actividad inhibidora de COX-2 y, además, capacidad de 
reducir la expresión de COX-2 e iNOS258. 
 
 
Figura 23. Estructura química de cumarina tricíclica sulfonatada 
 
Algunas moléculas derivadas de 3-metil-1-fenilcromeno[4,3-c]pirazol-4(1H)-ona 
presentaron actividad inhibidora, potente y selectiva, de la COX-2. En algunos casos, 
incluso se observó un mayor efecto antiinflamatorio sobre el edema plantar de rata 
inducido por carragenina que el mostrado por celecoxib, fármaco de referencia. Los 
estudios de REA sugieren que el anillo de N-fenilo sustituido en posición para con 
trifluorometil conduce a una inhibición más selectiva de la COX-2259.  
En estudios recientes, ciertos derivados sintéticos de dihidropiranocumarina han 
demostrado inhibir selectivamente la COX-2, destancando el ciclocumarol (Figura 24), 
que inhibió la síntesis de PGE2 de forma similar al compuesto de referencia utilizado 
(NS-398). Sin embargo, al analizar la REA, se observó claramente que los grupos 
electroatractores sobre el fenilo, como trifluorometil y nitro, disminuyen la actividad 
inhibidora de COX-2260. 
 
 
Figura 24. Estructura química de derivados de dihidropiranocumarina (ciclocumarol) 
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La selectividad hacia la COX-2 mostrada por el ciclocumarol puede ser debida a los 
enlaces de hidrógeno entre el oxígeno del grupo metoxilo y los residuos His90 y 
Arg513 del sitio activo de la enzima. 
5-LOX 
La ruta de las LOX es la otra ruta principal en la cascada del AA, a través de la cual 
se sintetizan los ácidos hidroxieicosatetraenoicos (HETEs) o los LTs261. En humanos se 
presentan seis isoformas funcionales de LOX. La 5-LOX, enzima pro-inflamatoria, 
participa conjuntamente con las COX en procesos de inflamación262.  
Recientes estudios han evaluado diferentes benzotiazolcumarinas (Figura 25) como 
potenciales agentes antiinflamatorios y analgésicos por su inhibición in vitro de la 
enzima LOX. Atendiendo a los resultados obtenidos, se puede observar que aquellos 
que presentan un grupo cloro o metoxilo en la posición 6 del sustituyente benzotiazol 
muestran una mayor potencia inhibidora263. 
 
Figura 25. Estructura química de derivados de benzotiazolcumarina 
 
Inhibidores enzimáticos multidiana 
La forma más simple, pero también más directa, de diseñar y sinterizar ligandos 
multidiana consiste en la unión de dos farmacóforos, responsables de dos actividades 
farmacológicas diferentes, por medio de un espaciador estable o metabólicamente 
escindible (conjugación), o por la formación de un enlace covalente directo (fusión). Un 
problema derivado de la unión de dos o más farmacóforos en pos de una única 
estructura que presente diferentes actividades farmacológicas, es que, generalmente, se 
obtienen estructuras muy grandes con alto peso molecular, alto número de enlaces 
rotativos, alta lipofilia y baja solubilidad acuosa. En consecuencia, estas moléculas 
pueden mostrar pobres propiedades farmacocinéticas y baja biodisponibilidad.  Otra 
forma de diseñar moléculas multidiana es la que se lleva a cabo en los procesos de 
hibridación, en los que dos o más farmacóforos se fusionan para dar lugar a una única 





Debido a las interacciones bien conocidas del núcleo de cumarina dentro de los 
sitios de unión de la MAO-B y ChEs, los conjugados moleculares que contienen este 
scaffold se han descrito ampliamente en la literatura como inhibidores duales de ChE-
MAO-B24.  
Se han descrito derivados de 3-amidocumarina con actividad inhibidora de MAO-B 
y AChE, que han demostrado además propiedades neuroprotectoras frente a H2O2 en 
neuronas corticales de rata, así como actividad secuestradora del radical DPPH• 264.  
Algunos derivados de 7-benciloxicumarina descritos previamente como inhibidores 
de la MAO-B, mostraron además una inhibición no competitiva de la AChE en el rango 
de concentración micromolar265. Posteriormente se desarrollaron nuevos derivados 
mediante la introducción de un grupo bencilamina (protonable a pH fisiológico) sobre el 
sustituyente benciloxi obteniéndose inhibidores duales de AChE-MAO-B, con actividad 
en el rango nanomolar sobre la MAO-B y submicromolar sobre la AChE. Además, la 
introducción de un sustituyente hidroximetilo en la posición 4 de estos derivados de 
cumarina, condujo a inhibidores duales con una mejor solubilidad acuosa sin afectar a la 
potencia o selectividad sobre la MAO-B266.  
Se ha observado también que ciertas cumarinas, naturales y sintéticas, son capaces 
de inhibir la AChE y la BuChE. Una fenilcumarina (3-(4-(benzilamino)metil)fenil-6,7-
dimetoxicumarina (AP2238) (Figura 26)) ha sido descrita como el primer compuesto 
con una actividad dual, inhibidora de la AChE y la BACE1 a concretaciones 




Figura 26. Estructura química de AP2238 
Al analizar una serie de derivados en los cuales el sustituyente 7-benciloxi fue 
intercambiado por una N-bencilpiperidina, el resto farmacofórico del donepezilo 
(Figura 27), se observa que la sustitución en posición 3 conduce, en general,  a 
derivados más activos que los regioisómeros sustituidos en posición 4. 
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Figura 27. Estructura química de derivados 7-benciloxicumarina (izqda) y 7-(N-bencilpiperidin)alquiloxicumarina (dcha) 
La introducción de un segundo nitrógeno básico en el espaciador269, así como la 
sustitución del resto benciloxi por un grupo N-bencilpiperidinio cargado270 dio lugar a 
estructuras multidiana, pero de baja potencia. La afinidad de estas estructuras por la 
MAO-B se vio negativamente afectada al introducir residuos cargados. 
Está descrita una serie de derivados tacrina-cumarina (Figura 28), con actividad no 
solo como inhibidores de AChE y BuChE, sino también como quelantes metálicos de 
Cu2+ y con capacidad para inhibir la agregación inducida de Aβ42
271. Los dos restos se 
conjugaron a través de un espaciador, que presentaba un anillo de piperazina unido por 
un enlace amino a la tacrina272.  
 
Figura 28. Estructura química de derivados tacrina-cumarina 
De manera similar, los conjugados 3-carboxamidocumarina-tacrina (Figura 29) 
mostraron una inhibición potente, pero no selectiva, de la AChE y BuChE inhibiendo 
además la BACE1 y la agregación de Aβ273.  
 
 
Figura 29. Estructura química de derivados conjugados de 3-carboxamidocumarina-tacrina 
Se ha comprobado también que la introducción de sustituyentes voluminosos en 
derivados de 8-(aminometil)-7-hidroxicumarina, no solo dota a estas moléculas de 
actividad inhibidora de BACE1, sino que también les confiere una buena actividad 





Aβ40 e interfieren en la agregación de Aβ inducida por la AChE mediante la unión al 
sitio activo periférico de la enzima274.  
La evaluación de cumarinas procedentes de especies endémicas en Corea como 
Dystaenia takeshimana (Nakai), evidenció que estas mostraban actividad inhibitoria 
dual de la COX-2 y la 5-LOX. Las cumarinas escopoletina (Figura 16) y (+)-
marmesina (Figura 30) presentan esta misma actividad dual275. 
 
Figura 30. Estructura química de la (+)-marmesina 
También evidenciaron actividad inhibidora sobre COX-1 y 5-LOX diversas 
furanocumarinas extraídas de los genéros Angelica y Heracleums222. 
La evaluación in vitro de una serie de nuevos conjugados pirazol-cumarina (Figura 
31) como potenciales inhibidores duales de COX-2 y 5-LOX evidenció una potente 
actividad inhibidora de ambas enzimas para todos ellos, pero pobre actividad sobre la 
COX-1. La sustitución con tres grupos metoxilo sobre el fenilo dio lugar al derivado 
más potente de la serie, que presenta in vitro mayor actividad frente a la COX-2 que el 
inhibidor de referencia (celecoxib). Atendiendo a la REA, se puede señalar que la 
presencia de grupos electroatrayentes en posición para del fenilo conduce a mejores 
resultados de inhibición de la COX-2 que la sustitución con grupos donadores de 
electrones276. 
        
 
Figura 31. Estructuras químicas de diferentes conjugados pirazol-cumarina 
Las cumarinas también pueden actuar como inhibidores de cinasas277, inhibidores 
de sulfatasas278, inhibidores de la 17-β-hidroxiesteroide deshidrogenasa 3 (17βHSD3)279 
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e inhibidores de la aromatasa280. Además, algunas cumarinas constituyen buenos 
sustratos y/o son inhibidores de enzimas metabólicas del citocromo P450. El 8-
metoxipsoraleno, que se encuentra en las semillas de Ammi majus, muestra in vitro un 
potente efecto basado en la inhibición microsomal del citocromo P450186,281. 
2.4.2.4. Actividad cardiovascular 
El valor potencial de flavonoides y cumarinas en el tratamiento de la enfermedad 
cardiovascular se reconoció a partir de la correlación entre el consumo de fuentes 
dietéticas ricas en estos compuestos y el riesgo más reducido de desarrollar este tipo de 
enfermedades282. Además, varios ensayos clínicos han mostrado los beneficios de una 
dieta rica en flavonoides y cumarinas sobre las enfermedades cardiovasculares283, 
síndrome post trombótico, aterosclerosis y salud vascular. Algunas de estas patologías 
han sido descritas como factores de riesgo de enfermedades neurodegenerativas como la 
EA284,285. 
En busca de nuevos fármacos con capacidad antihipertensiva se han evaluado 
diferentes extractos de Mammea africana. Los extractos de metanol y diclorometano de 
la corteza del tallo, contienen derivados de cumarina que presentan interesantes 
propiedades antihipertensivas en ratas hipertensas286. Además, también se evaluó la 
capacidad del extracto de diclorometano/metanol para producir hipoglucemia en ratas 
diabéticas287. Estos extractos podrían ser muy interesantes para pacientes con ambas 
patologías. Algunos derivados sintéticos de cumarina han demostrado propiedades 
cardiovasculares, en muchos casos como vasodilatadores selectivos, entre ellos, los 
análogos resveratrol-cumarina presentan efecto vasorrelajante sobre anillos aórticos de 
rata precontraidos con noradrenalina288.  
El carbocromeno (Figura 32) es un vasodilatador coronario específico y potente 
que se ha utilizado durante muchos años en el tratamiento de la angina de pecho289.  
 
 





Se evaluó también el efecto del ostol en la dieta (Figura 14), comprobando sus 
efectos beneficiosos tanto en la prevención de la aterosclerosis como en la supresión de 
los lípidos hepáticos. Los estudios realizados administrando ostol durante 4 semanas a 
ratas espontáneamente hipertensas, han evidenciado las actividades beneficiosas del 
ostol. No solo reduce la presión sistólica, sino que también es capaz de disminuir el 
contenido de colesterol y triglicéridos en el hígado, sin modificar su perfil en suero. El 
ostol logra aumentar la expresión del ARNm de la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A 
(HMG-CoA) reductasa, que conduce a una disminución del colesterol hepático 
mediante la inhibición de la actividad enzimática. También se ha observado que el ostol 
induce un aumento significativo en la expresión del ARNm de acil-CoA oxidasa, 
asociada con un aumento en la expresión de ARNm de carnitina palmitoil transferasa, lo 
que sugiere la aceleración de la oxidación de los ácidos grasos hepáticos290. 
2.4.2.5. Actividad antiadipogénica 
El tejido adiposo se conoce tradicionalmente como una fuente pasiva de las reservas 
de energía y la generación de calor corporal. Sin embargo, una cantidad excesiva de 
tejido adiposo, específicamente en el sobrepeso y la obesidad, representa uno de los 
factores de riesgo del síndrome metabólico, asociado con un gran número de 
enfermedades inflamatorias291.  
La esculetina, la fraxetina, la fraxidina, la fraxina (Figura 33) y otros muchos 
derivados de cumarina, aislados de la corteza de Fraxinus rhynchophylla, han sido 
evaluados como posibles fármacos antiadipogénicos. Esta corteza, cuyo principal 
ingrediente activo es la esculetina, es utilizada en la medicina tradicional china con la 
denominación de Cortex Fraxini en problemas hepáticos leves y de la vesícula biliar, 
así como suplemento dietético291.  
 
                   
 
Figura 33. Estructura química de esculetina (A), fraxetina (B), fraxidina (C) y fraxina (D) 
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En los últimos años, se han evaluado nuevos derivados de esculetina que muestran 
una potente acción antiadipogénica en las células preadipocíticas de la línea 3T3-L1292. 
Otro estudio ha demostrado que tiene efectos antiadipogénicos a través de la 
modulación de PPAR-γ y la proteína potenciadora de la unión a CAAAT (C/EBPα) a 
través de la vía de señalización la proteína cinasa activada por adenosín monofosfato 
(AMPK)293. 
2.4.2.6. Actividad en el SNC  
El paso a través de BHE supone una gran limitación a tener en cuenta en la 
búsqueda de nuevas estructuras capaces de ejercer un efecto beneficioso en el SNC. 
Esta estructura encargada de proteger al SNC de sustancias potencialmente dañinas en 
muchos casos dificulta el acceso de los fármacos, impidiendo que estos lleguen a su 
diana. La evaluación de distintos derivados cumarínicos con acción protectora frente a 
la lesión cerebral isquémica en ratas, permitió descubrir que algunas moléculas con esta 
estructura presentan capacidad para atravesar la BHE294. 
La fraxetina (Figura 33), con acción antioxidante y antiinflamatoria, ha sido 
evaluada frente a la apoptosis inducida por rotenona en células SH-SY5Y para conocer 
sus potenciales efectos neuroprotectores en la EP. Se ha comprobado que esta cumarina 
no solo es capaz de reducir las ERO inducidas por rotenona, sino que también atenúa 
tanto la actividad de la caspasa 3 (Casp3) como la de la poli ADP-ribosa polimerasa, 
reduciendo así la apoptosis295. Además, una serie de observaciones recientes sugieren 
que la inducción de la HO-1 inhibe la inflamación y la oncogenia, induce la 
fosforilación de Akt y AMPK y disminuye la expresión de la fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato 3-fosfatasa (PTEN) un regulador negativo de Akt293. 
Se estudiaron los efectos anticonvulsivos y neurotóxicos de la imperatorina (Figura 
11) y el ostol (Figura 14) comparándolos con valproato sódico, un fármaco 
antiepiléptico clásico. Al analizar los resultados en la prueba de convulsiones por 
electrochoque en ratones, se vio que ambos derivados de cumarina poseen algunas 
propiedades potencialmente favorables en términos de supresión de las convulsiones, 





Se ha llevado a cabo la evaluación preclínica de una serie de derivados de 3-fenil-6-
piranocumarina (Figura 34) para determinar su efecto antidepresivo en ratones albinos 
suizos. Los nuevos derivados mostraron un perfil de actividad significativo en la prueba 
de natación forzada (FST), reduciendo el tiempo de inmovilidad en más del 15% al 
compararlos con el medicamento estándar, la fluoxetina. Curiosamente, estos 
compuestos activos no causaron ninguna alteración significativa de la actividad 
locomotora, lo que indica que no producen ningún efecto de deterioro motor, poniendo 
de manifiesto que pueden tener un potencial valor terapéutico para el tratamiento de la 
depresión297. 
 
Figura 34. Estructura química de derivados aminopiranocumarina 
El derivado cumarínico esculetina mostró efectos neuroprotectores en situaciones 
de isquemia/reperfusión cerebral298. También se ha visto que reduce, en el suero y el 
hipocampo, la inducción de citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-1β y TNF-α 
inducida por LPS. Además, atenúa la expresión de la iNOS y la COX-2 en el 
hipocampo mediante la inhibición de la vía del NF-κB. Adicionalmente, ejerce 
neuroprotección que se ha atribuido a la regulación positiva del factor neurotrófico 
derivado del cerebro (BDNF) y la expresión de la proteína fosforilada tirosincinasa B 
(p-TrkB) en el hipocampo299. 
Recientes resultados sobre la administración dietética de umbeliferona y esculetina 
en ratones C57BL/6J mostraron que estas moléculas atenúan significativamente la 
neurotoxicidad inducida por la neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina 
(MPTP), un compuesto que causa neurotoxicidad dopaminérgica nigroestriatal en la 
sustancia negra pars compacta pero no en el cuerpo estriado. Ambas cumarinas evitan 
el estrés nitrosativo, mantienen los niveles de GSH en ratones expuestos a MPTP y en 
cultivos celulares expuestos a 1-metil-4-fenilpiridinio e impiden la activación de la 
Casp3 dependiente de MPTP, un indicador de apoptosis. Dado que ambos compuestos 
son capaces de cruzar la BHE, tienen potencial para su uso en el tratamiento de las 
enfermedades neurodegenerativas como la EP o la EA300. 
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El ostol podría ser un potencial agente terapéutico para el tratamiento de la 
esclerosis múltiple. En ratones, retrasa el progreso de la enfermedad cuando la terapia se 
inicia en el periodo subclínico y atenúa la severidad de la misma cuando se inicia tanto 
en periodo subclínico como clínico, disminuyendo la inflamación y la desmielinización. 
Además, se comprobó que bloquea la reducción del factor de crecimiento nervioso 
(NGF) y suprime el aumento de interferón gamma (IFN-γ). Estudios más recientes han 
demostrado que el ostol es capaz de promover la proliferación y mejorar la restauración 
neuronal en casos de lesión cerebral mecánica (MBI). Utilizando la prueba del laberinto 
de agua de Morris (MWM), se aprecia que mejora significativamente las funciones de 
aprendizaje y memoria en los ratones MBI, aumentando también el número de neuronas 
en las regiones de la lesión cerebral.  El ostol es también capaz de regular al alza la 
expresión de los genes de auto-renovación Notch 1 y Hes 1. Sin embargo, cuando la 
actividad de Notch 1 es bloqueada por DAPT, un inhibidor de la γ-secretasa, la 
expresión del ácido ribonucleico mensajero (ARNm) de Notch 1 y Hes 1 es regulada a 
la baja, aboliéndose su efecto inductor de la proliferación, lo que sugiere que este está 
mediado, al menos en parte, por la activación de la vía de señalización de Notch 1301.  
El soulatrolido (Figura 35), cumarina natural sintetizada por las hojas de los 
árboles tropicales del género Calophyllum, es un potente inhibidor de la transcriptasa 
inversa del virus de inmunodeficiencia humana 1 (RT-HIV1), presenta efectos 
antinociceptivos, leve actividad antiinflamatoria, propiedades sedantes y actividad 
ansiolítica débil y, además, es activo frente a Mycobacterium tuberculosis 302. 
 













El resveratrol (3,4’,5-trihidroxi-estilbeno (RESV)) es un polifenol natural que se 
encuentra en diferentes plantas304,305 que fue identificado en 1939 por Michio Takaoka 
como constituyente de las raíces del eléboro blanco303 (Veratrum album var. 
grandiflorum). Ha sido identificado en 72 especies de plantas diferentes306, distribuidas 
en 12 familias y 31 géneros, entre los que se puede destacar: Vaccinium (Ericaceae), 
Picea (Pinaceae), Eucalyptus (Myrtaceae), Veratrum (Melanthiaceae), Triflorum 
(Rosaceae), etc; pero donde se encuentra la fuente más importante de resveratrol es en 
las semillas y raíces de la especie Vitis vinifera307, aunque la mayor concentración de 
resveratrol se va a encontrar en la piel de las uvas308. 
En 1977, el RESV fue detectado en uvas de vino por Langcake y Pryce y se 
estableció que desde el punto de vista botánico, el resveratrol actúa como una 
fitoalexina309, es decir, una molécula de bajo peso molecular con actividad 
antimicrobiana, producida por la planta en respuesta a un ataque fúngico (Botrytis 
cinerea), bajo condiciones de estrés, debido a lesiones o por exposición a la radiación 
ultravioleta (UV).  El resveratrol también ha sido identificado en otros componentes de 
la dieta humana como son las moras, tanto negras como rojas (Morus rubra y Morus 
nigra) y en los cacahuetes (Arachis hipogea)305. 
Esta molécula se puede encontrar en dos formas isoméricas: cis o trans (Figura 
36). El isómero trans es la isoforma más estable y la más abundante en el vino tinto310.  
          
 
Figura 36. Estructura química del t-RESV (izqda.) y del c-RESV (dcha.) 
La mayoría de los estudios científicos comparativos entre los efectos biológicos de 
c-RESV versus t-RESV generalmente han demostrado diferencias cuantitativas, no 
cualitativas, en las actividades de las dos isoformas, lo que sugiere que la conformación 
espacial diferente no parece modificar notablemente su interacción con las potenciales 
dianas celulares307.  
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2.5.2. Actividad farmacológica 
El interés por las propiedades farmacológicas del RESV comenzó con el vino308,310 
y la llamada paradoja francesa. Esta se refiere a la baja tasa de enfermedad 
cardiovascular en Francia cuando se agrega a la dieta un consumo moderado de vino 
tinto, a pesar de que esta es rica en grasas saturadas. Tras estos hallazgos, se atribuyeron 
al vino y la uva varias propiedades farmacológicas, incluida una disminución de la 
peroxidación lipídica y la agregación plaquetaria. Desde entonces y debido al interés 
despertado por el RESV se han llevado a cabo numerosos estudios epidemiológicos, que 
parecen confirmar la existencia de la relación entre el consumo moderado de vino y los 
beneficios cardiovasculares311. 
En 1992, Siemann y Creasy establecieron por primera vez la presencia de este 
polifenol en el vino. En líneas generales, el RESV está presente en concentraciones más 
elevadas en los vinos tintos que en los vinos blancos. Esta situación puede deberse a las 
diferencias que existen en el proceso de fabricación de ambos tipos de vino, ya que en la 
fabricación de vinos tintos la uva se mantiene en todo momento en presencia del 
hollejo312. 
Actualmente, las propiedades farmacológicas atribuidas al RESV se han 
incrementado. Se le atribuyen no solo propiedades como inhibidor de enzimas 
relacionadas con el metabolismo del AA, sino también efectos antioxidantes, 
antiinflamatorios y antiamiloidogénicos313 ya que tiene un papel activo frente a 
diferentes rutas relacionadas con la inflamación, el estrés oxidativo, la disfunción 
mitocondrial, la angiogénesis o la apoptosis, entre otras. Por lo tanto, ha despertado un 
particular interés en enfermedades neurodegenerativas como la EP y la EA. 
Aunque los estudios in vitro muestran una alta eficacia en las células, se sabe que su 
distribución a los tejidos es muy baja. A pesar de que presenta una buena absorción, el 
problema de la biodisponibilidad está determinado mayoritariamente por su rápida 
eliminación y un fuerte efecto de primer paso hepático. En consecuencia, los estudios in 
vitro deben interpretarse con precaución cuando se intenta extrapolar su efecto a 
estudios in vivo. Sin embargo, a pesar de su baja biodisponibilidad, el RESV muestra 
eficacia in vivo y se sabe que puede incluso unirse a proteínas plasmáticas que podrían 





enterohepática de los metabolitos del RESV, seguida de su desconjugación en el 
intestino delgado y su reabsorción o incluso, sus efectos in vivo podrían estar 
relacionados con la actividad de sus metabolitos. Se desconoce la dosis óptima de 
RESV. Debido a su baja biodisponibilidad, en algunos ensayos clínicos se han utilizado 
dosis altas que parecen no ser necesarias, pues se ha demostrado que, por ejemplo, la 
dosis baja tiene una eficacia quimiopreventiva del cáncer incluso superior a la dosis 
alta314.  
Se están desarrollando diferentes formas de administración para mejorar la 
biodisponibilidad y la solubilidad del RESV. Algunos ejemplos son la encapsulación en 
formulaciones liposomales, complejos de resveratrol-proteína, nanopartículas de lípidos 
sólidos, microesferas de quitosano o derivados de polietilenglicol314. 
2.5.2.1. Actividad antioxidante 
La actividad antioxidante del RESV puede explicarse debido a la supresión de ERO 
por dos métodos diferentes. Por un lado, por la inducción de enzimas antioxidantes 
como la glutatión peroxidasa (GPX), la catalasa y la SOD. Por otro lado, la inhibición 
de genes pro-oxidantes que codifican la mieloperoxidasa y la nicotinamida adenina 
dinucleótido fosfato (NADPH). El t-RESV reduce los niveles de iNOS y aumenta la 
producción de la HO-1 para disminuir el daño oxidativo en las células315.  
Tiene la capacidad de secuestrar radicales libres reduciendo así la peroxidación de 
los lípidos de membrana en las células neuronales. Debido a que protege las 
membranas, posiblemente consiga reducir los efectos del estrés oxidativo en las células. 
En asociación con vitamina E o C, la acción antioxidante se ve reforzada (presentan un 
efecto sinérgico). Probablemente también reduzca la muerte celular316,317. 
Varias líneas de investigación han demostrado que el tratamiento con t-RESV 
mejora las capacidades respiratorias mitocondriales. De hecho, el t-RESV activa la vía 
SIRT1-AMPK y luego induce la actividad PGC-1. La activación de PGC-1 conduce 
a biogénesis mitocondrial y mejora de su función318.  
La disfunción mitocondrial juega un papel importante en la patogénesis de las 
enfermedades neurodegenerativas. En estudios en modelos experimentales de la EP se 
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ha demostrado que el efecto antioxidante del t-RESV protege a las neuronas 
dopaminérgicas319.  
2.5.2.2. Actividad antiinflamatoria 
El RESV es eficaz para reducir el estado inflamatorio en modelos de 
neuroinflamación in vitro e in vivo. Se ha descrito que es capaz de reducir la producción 
de citocinas pro-inflamatorias además de inhibir la respuesta inflamatoria inducida por 
LPS tanto in vitro como in vivo. El RESV puede reducir la liberación de mediadores 
inflamatorios como IL-1β, IL-6 y TNFα a través de la inhibición de las vías de 
señalización en cascada celular que involucran NF-κβ y factor de transcripción 
activador de la proteína 1 (AP-1)320,321. 
Se ha descrito que en células de la glía el RESV actúa a diferentes niveles: ejerce 
neuroprotección frente a la neurotoxicidad producida por el LPS, inhibe la activación de 
la microglía y la expresión de factores pro-inflamatorios inducidas por LPS. Esta 
inhibición de la neuroinflamación mediada por la microglía puede ser una nueva y 
prometedora aproximación en la terapéutica de las enfermedades neurodegenerativas322.   
Varios estudios in vivo e in vitro sugieren que la activación de microglía y 
astrocitos provoca una acumulación de Aβ que induce a la secreción de agentes 
proinflamatorios como citocinas (IL-6, IL-1β, TNF-α) y radicales libres. A su vez, las 
citocinas pro-inflamatorias inducen la agregación de Aβ que causa también la 
producción de ERO y TNF-322. El RESV disminuye la producción de mediadores pro-
inflamatorios y la agregación de Aβ, alivia el estrés oxidativo y la muerte 
neuronal322,323. 
Además inhibe la formación de otros tipos celulares como mastocitos, neutrófilos y 
monocitos/macrófagos; de esta forma actúa sobre todas las fases fisiopatológicas de la 
respuesta inflamatoria. También inhibe sistemas enzimáticos como la COX y la LOX 








2.5.2.3. Actividad potenciadora de sirtuinas 
Las sirtuinas regulan diversos procesos celulares, incluida la reparación del ADN, la 
diferenciación de las grasas, la producción de glucosa, la sensibilidad a la insulina, la 
oxidación de ácidos grasos, la neurogénesis, la inflamación y el envejecimiento325-327. 
En mamíferos se han identificado siete homólogos de sirtuina 2 (Sir2): SIRT1-7. 
Entre las SIRT, la SIRT1 se localiza básicamente en el núcleo de la célula aunque 
también tiene algunas funciones citoplasmáticas importantes. La SIRT1 desacetila las 
histonas y, por lo tanto, parece jugar un papel importante en la regulación del 
silenciamiento de la cromatina y la integridad del genoma, así como en la senescencia 
de los organismos325,326. Además, desacetila muchos factores de transcripción clave y 
cofactores implicados en las enfermedades relacionadas con la edad como p53, las 
proteínas FoxO, PPAR-, el coactivador-1 (PGC-1) y  NF-B327,328. 
La sobreexpresión de la SIRT1 puede actuar en el SNC inhibiendo procesos 
neuroinflamatorios y prooxidantes mediante múltiples mecanismos329. Los mecanismos 
implicados incluyen la estimulación de la regulación por la vía microRNA-CREB-
BDNF, la inhibición de las vías de señalización dependientes de mTOR y AMPK, la 
inhibición de enzimas, la transcripción de NF-B y vías apoptóticas, y la estimulación 
de la autofagia celular y la expresión de Nfr2, HO-1, NQO1, entre otros328,329. 
El RESV induce la sobreexpresión de SIRT1 y la consiguiente neuroprotección  y 
contribuye a mejorar el aprendizaje y la memoria. Suprime eficazmente las actividades 
apoptóticas de p53 y FoxO a través de la sobreexpresión de SIRT1 y confiere 
protección neuronal en la EA. Es capaz de activar la transcripción del gen que codifica 
la -secretasa. Tras la inyección intracerebroventricular de RESV en un modelo animal, 
se observó una reducción significativa en la neurodegeneración del hipocampo, que se 
ha asociado con una disminución en la acetilación de SIRT1330-333. 
2.5.2.4. Actividad sobre la MAO 
Diferentes estudios describen la actividad inhibidora de la MAO del t-RESV. Si 
bien algunos trabajos señalan que presenta una potencia similar para inhibir ambas 
isoformas, en otros se afirma que presenta una mayor potencia y selectividad por la 
isoforma A334.  Se evaluaron también como inhibidores de MAO, una serie de derivados 
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dímeros de isoprenil-resveratrol (Figura 37) que, en general, resultaron ser activos y 
selectivos sobre la isoforma B335. 
 
Figura 37. Estructura química de derivados dímeros de isoprenil-resveratrol 
Se estudiaron también híbridos de indazol-resveratrol (Figura 38) que mostraron 
una inhibición moderada de la MAO. La introducción de un anillo de indazol en la 
estructura del RESV, disminuye la actividad sobre la isoforma A pero aumenta la 
actividad inhibidora de la isoforma B. El compuesto más activo de la serie como 
inhibidor de MAO-B resultó ser siete veces más potente que la iproniazida, inhibidor no 
selectivo e irreversible y utilizado como compuesto de referencia. Además, al analizar 
su REA, se observó que la presencia de un grupo hidroxilo en la posición 4 del fenilo 
mejora sustancialmente la inhibición de MAO-A, lo que podría sugerir que el 4-OH en 
el anillo de fenilo es necesario para una actividad potente frente a MAO-A. La 
sustitución con grupos electrodonadores disminuye la actividad inhibidora de la MAO-
B. Por el contrario, los sustituyentes electroatractores confieren a estas moléculas mejor 
actividad inhibidora de esta isoforma336.  
                
 
 
Figura 38. Estructura química de análogos híbridos indazol-resveratrol 
 
La sustitución del segundo anillo bencénico por distintos heterociclos arrojó 
diferentes resultados. Así, la sustitución por una piridina (Figura 38B) conlleva a una 
pérdida de la actividad sobre ambas isoformas, mientras que la sustitución por un grupo 
furano (Figura 38C), mantiene la actividad inhibidora de la MAO-B y potencia la de la 
isoforma A. Del mismo modo, la sustitución de benceno por una cromona (Figura 38D) 







La curcumina es un pigmento amarillo obtenido del rizoma de la cúrcuma 
(Curcuma longa, Zingiberaceae), que se conoce químicamente como 1,7-bis(4-hidroxi-
3-metoxifenil)-1,6-heptadien-3,5-diona o diferuloilmetano (Figura 39) y que fue 
aislada por primera vez en el año 1815 por Vogel y Pelletier338.  
 
 
Figura 39. Estructura química de la curcumina 
Durante siglos se ha utilizado en la medicina ayurvédica para tratar diversas 
afecciones, como la inflamación, las úlceras cutáneas y los trastornos 
hepáticos.  Aunque las bases de datos actuales recogen casi 9.000 publicaciones sobre la 
curcumina, hasta 1990 había menos de 100 artículos publicados sobre este agente 
nutracéutico34,339.  
El primer ensayo clínico de la curcumina fue realizado por Oppenheimer en 1937 
para examinar los efectos de curcumen o curcunat (formulación que contiene de 0,1 a 
0,25 g de curcumina sódica y 0,1 g de colato de calcio) en las enfermedades biliares 
humanas340. 
Estructuralmente existen al menos dos formas tautoméricas de la curcumina, la 
forma ceto y la forma enol. Ambas poseen actividades antioxidantes, antiinflamatorias, 
anticancerígenas, antivirales, antibacterianas y antidiabéticas341,342, quizá atribuibles a 
los grupos metoxilo, hidroxilo, carbonilo α,β-insaturado y dicetona de su estructura 
molecular343,344. Además, se ha descrito un papel beneficioso contra varias 
enfermedades neurodegenerativas345 como la EP346, la EA347, la ELA, la lesión cerebral, 
la neurodegeneración relacionada con el envejecimiento y las enfermedades psíquicas y 
neurológicas como la esquizofrenia, la depresión, la epilepsia, el dolor neuropático y la 
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob345.  
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Desafortunadamente, la curcumina presenta una serie de características que 
obstaculizan, en cierta manera, su actividad como potencial fármaco pues presenta una 
escasa solubilidad en agua, gran inestabilidad química y baja biodisponibilidad. Los 
factores principales que contribuyen a la baja biodisponibilidad de la curcumina tanto 
en plasma como en tejidos pueden estar asociados con su mala absorción, metabolismo 
rápido y eliminación sistémica también rápida. Además, se cree que la presencia de un 
grupo metileno activo y una fracción de β-dicetona hacen que la curcumina sea 
inestable en condiciones fisiológicas348. 
Debido a estos problemas e impulsados por sus potenciales propiedades 
terapéuticas, se han buscado alternativas para mejorar su farmacocinética mediante el 
uso de adyuvantes, formas liposomales, nanopartículas, complejos con fosfolípidos, 
curcumina reformulada con diversos aceites o con inhibidores de su metabolismo y 
profármacos349,350. Entre las formulaciones de curcumina desarrolladas hasta ahora, la 
formulación LongVida (VS Corp) ha conseguido aumentar la biodisponibilidad 
mediante un proceso de micro-encapsulación sólido-lípida, alcanzándose un máximo de 
22 mg/L en plasma. Este es un buen resultado ya que las primeras formulaciones de 
curcumina no alcanzaron el umbral de detección de la misma350. 
Hasta la fecha, se han completado más de 100 ensayos clínicos diferentes con 
curcumina que muestran claramente su seguridad, tolerabilidad y su eficacia contra 
diversas enfermedades crónicas en humanos. Sin embargo, se necesitan más ensayos 
clínicos en diferentes poblaciones para demostrar su potencial contra diferentes 
enfermedades crónicas. 
De la misma forma, también se han buscado análogos estructurales o derivados de 
la curcumina, con la idea de mejorar su biodisponibilidad. Kocaadam y cols., por 
ejemplo, han reportado que tanto la demetoxicurcumina como la bidemetoxicurcumina, 
análogos naturales de la curcumina, tienen una actividad biológica similar a la 
curcumina351.  
Se han sintetizado otros derivados de curcumina observando que aquellos que 





fenilo, muestran una actividad antioxidante mucho mayor en comparación con la 
curcumina352. 
Modificaciones químicas en la molécula de la curcumina tales como la inclusión de 
grupos hidroxilo fenólicos, acilación, alquilación, glucosilación y amino acilación 
pueden mejorar su biodisponibilidad y hacerla más eficaz352.  
La curcumina también ha demostrado un efecto sinérgico con otros nutracéuticos 
como el resveratrol353, las catequinas354, la quercetina355 y la genisteína356. Pero no sólo 
es capaz de ejercer un efecto sinérgico con compuestos naturales, sino que también se 
han reportado diferentes asociaciones de curcumina con fármacos en los que la 
curcumina ha potenciado su efecto. En un estudio prospectivo aleatorizado, se evaluó el 
efecto terapéutico de la quercetina y la curcumina (FlogMEV) en combinación con 
prulifloxacina en pacientes con prostitis bacteriana crónica, y se descubrió que 
FlogMEV mejora la eficacia clínica de la prulifloxacina353,354. 
2.6.2. Actividad farmacológica 
Se sabe que la curcumina actúa sobre diferentes tipos de proteínas como Nrf2, β-
catenina, NF-κB, p38, MAPK, COX-2, 5-LOX, PGE2, FOXO3, iNOS, ERO, ciclina 
D1, factor de crecimiento endotelial vascular, glutatión, PLA2 citosólica, p-Tau y TNF-
α, entre otras, modulando múltiples vías de señalización celular vinculadas a diferentes 
enfermedades crónicas, lo que sugiere que este polifenol presenta un marcado carácter 
multidiana355. 
Tuorkey y cols. recientemente han propuesto un mecanismo plausible a través del 
cual la curcumina puede ejercer sus múltiples efectos: la regulación epigenética. 
Muchos estudios recientes la describen como un potente modulador epigenético en 
diferentes enfermedades como trastornos neurológicos, inflamación, diabetes y 
diferentes tipos de cáncer355.  
Las funciones reguladoras epigenéticas de la curcumina incluyen principalmente la 
inhibición de las metiltransferasas de ADN, la regulación de las modificaciones de 
histonas a través de los efectos sobre las acetiltransferasas de histonas y las 
desacetilasas de histonas y la regulación de los micro ARN356,357. La curcumina también 
FERNANDA RODRÍGUEZ ENRÍQUEZ 
 
 108 
modula varias vías proteosómicas358 y altera el metabolismo del glucógeno a través de 
la inhibición selectiva de la fosforilasa cinasa359.  
2.6.2.1. Actividad antioxidante 
Los mecanismos antioxidantes de la curcumina han sido recientemente el foco de 
interés de químicos y biólogos. La mayoría de los antioxidantes tienen un grupo 
funcional fenólico o un grupo dicetona. La curcumina es un antioxidante único. Como 
hemos mencionado previamente, contiene una variedad de grupos funcionales, incluido 
el grupo -dicetona, dobles enlaces carbono-carbono y anillos de fenilo con 
sustituyentes hidroxilo y metoxilo360,361. 
Existen diferentes teorías para explicar el efecto antioxidante de la curcumina. 
Jovanovic y cols. concluyeron que la curcumina es un excelente donante de átomos de 
hidrógeno, al donar en soluciones neutras, tanto acuosas como de acetonitrilo, el átomo 
de hidrógeno del metileno central en lugar de hacerlo del grupo fenólico362. Por otro 
lado, Barclay y cols. propusieron que la curcumina es un antioxidante fenólico clásico 
que dona átomos de hidrógeno del grupo fenólico363. Priyadarsini y cols. también han 
afirmado que el grupo fenólico es esencial para la actividad secuestradora de radicales 
libres y que la presencia del grupo metoxilo aumenta aún más la actividad364. 
Los estudios realizados a partir de cálculos teóricos de densidad funcional, 
demostraron que la forma enol de la curcumina es significativamente más estable que la 
forma diceto y que la entalpía de disociación del enlace fenólico O:H es 
significativamente más baja que la del central O:H, lo que sugiere que la abstracción del 
átomo de hidrógeno se lleva a cabo en el grupo fenólico. También se señaló que la 
contribución relativa del grupo fenólico y del grupo metileno central a la actividad 
antioxidante depende del radical de ataque y del medio de reacción365-367.  
Litwinienko e Ingold llevaron a cabo un estudio en diferentes disolventes, 
ionizantes y no ionizantes, para resolver la controversia del mecanismo de transferencia 
secuencial de electrones, por el cual, la curcumina ejerce su acción antioxidante. 
Gracias a sus estudios se sabe que en disolventes que soportan la ionización, la 
curcumina reacciona con radicales electrofílicos inicialmente en el resto cetoenol 





mismo radical fenoxilo que se habría formado por la transferencia de átomos de 
hidrógeno del grupo hidroxilo fenólico del anión curcumina a los radicales. Sin 
embargo, en disolventes no ionizantes el mecanismo de transferencia secuencial de 
electrones con pérdida de protones no puede ocurrir, y las reacciones involucran 
únicamente la transferencia de átomos de hidrógeno de un grupo hidroxilo fenólico de 
la curcumina neutra al radical365-367. 
Recientes estudios in vitro en los que se evalúa la actividad antioxidante de una 
serie de derivados de curcumina, tales como análogos de curcumina monocarbonílicos, 
análogos de curcumina fusionados cíclicamente con piridina o con indol, han aportado 
información esencial para el futuro diseño y síntesis de nuevos derivados de 
curcuminas368 (Figura 40).  
         
 
Figura 40. Estructura química de los análogos de curcumina fusionados cíclicamente con piridina (A) o indol (B) 
Así pues, al analizar diferentes derivados de curcumina como antioxidantes, se han 
establecido ciertas condiciones estructurales para la obtención de un buen antioxidante a 
partir de la estructura base de la curcumina. Por un lado, el grupo hidroxilo fenólico es 
el componente más esencial en la estructura antioxidante. Esto se debe a que el grupo 
hidroxilo en el anillo de benceno y el radical libre de oxígeno reaccionan y generan 
radicales libres semiquinoides estables, terminando así la reacción367. 
Por otro lado, es necesario la existencia de un sustituyente donador de electrones en 
el anillo de benceno en la posición orto al grupo hidroxilo fenólico, puesto que si existe 
un grupo aceptor, la potencia antioxidante resultante es menor. Por ejemplo, un grupo 
metoxilo, conduce a una disminución en la energía de disociación de enlace del 
hidroxilo fenólico, aumentando así la actividad367,368. 
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Por último, el impedimento estérico de los grupos hidroxilo fenólicos debe ser 
limitado. Se ha visto que análogos con isopropilo y terc-butilo son menos activos que 
análogos con metilo, etilo y etoxilo367,368.  
La inhibición de la peroxidación lipídica llevada a cabo por la curcumina se 
atribuye principalmente a la eliminación de los radicales libres reactivos involucrados 
en la peroxidación. Se ha estudiado su potencial actividad antioxidante en cultivos de 
neuronas corticales de rata, demostrando que la curcumina es capaz de secuestrar ERO, 
resultando incluso cuatro veces más eficaz que el Trolox. Esta propiedad está 
relacionada con dos de sus subunidades estructurales: los hidroxilos fenólicos y el α-
metileno a los dos carbonilos, ya que estos son capaces de transferir radicales de 
hidrógeno que reaccionan con ERO como se explicó previamente, neutralizando el 
posible daño celular369. 
La suplementación con curcumina se ha considerado recientemente como un 
enfoque nutricional alternativo para reducir el daño oxidativo y la patología amiloidea 
asociada con la EA. Los estudios basados en modelos animales han indicado beneficios 
potenciales en la EA y la EP370,371.  
2.6.2.2. Actividad antiinflamatoria 
La curcumina presenta propiedades antiinflamatorias en distintos tipos de 
enfermedades tales como el asma bronquial, la uveítis, la periodontitis y las 
enfermedades inflamatorias del intestino372,373.  
Regula negativamente varias citocinas, como TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 e IL-
1β, la proteína quimioatrayente de monocitos (MCP)-1 (también conocida como CCL2), 
varias enzimas inflamatorias y factores de transcripción como el transductor de señal y 
activador de la transcripción 3 (STAT3)355. Al suprimir la producción de TNF-α, inhibe 
la vía de NF-κB que conduce a la expresión de genes inflamatorios como los que 
codifican COX-2, LOX, moléculas de adhesión celular, citocinas inflamatorias, 
quimiocinas e iNOS374,375. Se ha descrito que reduce los niveles del ARNm e inhibe la 
expresión de la proteína iNOS y la producción de NO en células RAW 264.7 
estimuladas con LPS o interferón-γ, en macrófagos peritoneales aislados de ratón 





2.6.2.3. Inhibición enzimática 
COX y LOX 
Se ha observado que la curcumina ingerida en la dieta inhibe significativamente la 
fosfolipasa A2 (PLA2) en la mucosa colónica y los tumores, lo que lleva a una menor 
liberación de AA de los fosfolípidos, alterando las actividades COX y LOX y 
modificando los niveles de PGE2378.  
La curcumina disminuye la expresión de la COX-2 a nivel transcripcional, pero se 
ha observado que su mecanismo de acción no se limita a la inhibición de la producción 
de PG a través de la inhibición de la expresión de la COX-2, sino que también inhibe 
directamente su actividad enzimática. Además, hay evidencias que indican que la 
curcumina administrada en la dieta inhibe la actividad de la LOX. Se ha demostrado que 
los metabolitos catalizados por la LOX promueven la adhesión de las células tumorales, 
estimulan su propagación y aumentan el potencial metastásico378. 
AChE 
La curcumina inhibe la actividad de la AChE. Un estudio reciente ha descrito que 
presenta una energía de acoplamiento con la enzima muy baja, lo que demuestra una 
gran afinidad de unión. Para ello, la estructura molecular de la curcumina debe adoptar 
una geometría de U; esta transición conformacional facilita que la curcumina forme una 
interacción fuerte con el sitio activo de la enzima379.  
En un estudio preclínico llevado a cabo con ratas que presentaban un aumento de la 
actividad de la AChE y de la adenosina desaminasa y un deterioro de la memoria 
inducido por Cd2+, se observó que la curcumina era capaz de revertir las actividades de 
ambas enzimas a los niveles de los controles380. También se observó que el Cd2+ es 
capaz de producir un aumento significativo de los niveles de ARNm de AChE y que la 
curcumina revierte este efecto. En conclusión, la curcumina posee actividad inhibidora 
de AChE y reduce el nivel de expresión del gen de ARNm de AChE en ratas expuestas 
a Cd2+, proporcionando así alguna evidencia bioquímica y molecular sobre su efecto 
terapéutico en el tratamiento de trastornos neurológicos, incluida la EA380,381.  
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2.6.2.4. Curcumina en la EP 
Diversos estudios apuntan hacia el interés de los mecanismos de neuroprotección 
que presenta la curcumina para su utilización en el tratamiento de la EP.  
Su actividad antioxidante en células dopaminérgicas MES23.5 puede ser debida a 
que produce un incremento en la expresión de la SOD y una disminución en la 
acumulación intracelular de ERO382. Se ha observado también que alivia el agotamiento 
de DA y reduce la actividad de la MAO-B frente a la toxicidad inducida por MPTP. En 
el hipotálamo de rata parece reducir la generación o viabilidad de prostaglandinas, Glu, 
citocinas proinflamatorias y los niveles de proteína ácida fibrilar glial (GFAP), un 
marcador de proliferación astrocítica383. Además, es capaz de restaurar el potencial de 
membrana mitocondrial y modula la translocación nuclear de NF-κβ mediante la 
inhibición de IL-6 y TNF-384. La administración previa o posterior de curcumina a 
ratas tratadas con 6-hidroxidopamina (6-OHDA), reduce la pérdida neuronas 
dopaminérgicas y atenúa la disminución de DOPAC y HVA en el estriado385 al prevenir 
la fosforilación de c-Jun y la activación de la Casp3386.  
Un estudio comparativo de trece ensayos preclínicos indicó que la curcumina podría 
mejorar la función neuroconductual y restaurar los niveles de tirosina, DA y DOPAC en 
comparación con el grupo placebo, lo que sugiere que ejerce neuroprotección en 
modelos animales de EP probablemente a través de su actividad antioxidante, 
antiinflamatoria y anti-apoptótica, atenuando la pérdida de neuronas dopaminérgicas en 
el SNC387.  
2.6.2.5. Curcumina en la EA 
En relación con la EA, los estudios in vitro han proporcionado datos sobre la 
capacidad de la curcumina para reducir los niveles de Aβ y se ha propuesto su posible 
capacidad para modular el procesamiento de Tau388-390. 
Se han identificado varios mecanismos por los cuales la curcumina regula la 
producción de Aβ, entre los cuales se encuentran la estabilización de una forma 
inmadura de la APP, la reducción del ARNm que codifica para BACE1391,392 e incluso 
su capacidad para prevenir la regulación positiva de APP y BACE1 inducida por altos 





eliminación de Aβ. Este proceso se cree que está producido por la fagocitosis de las 
placas de Aβ al ejercer una estimulación del sistema inmune394. 
Posteriormente los estudios in vivo también han demostrado una disminución en la 
deposición de agregados de Aβ y una activación microglial reducida, lo que resulta en 
una reducción de la inflamación y el daño oxidativo395. 
La curcumina posee una más que demostrada capacidad para inhibir in vitro la 
actividad de la glucógeno sintasa cinasa 3β (GSK-3β). Debido a ello, podría reducir la 
producción de ovillos neurofibrilares y así ejercer una modulación sobre la pTau; sin 










































3. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
 
El gran impacto social de la EA y la EP y la carencia de un tratamiento eficaz, que 
consiga detener o revertir el proceso y no únicamente retardar su avance, justifica la 
necesidad de desarrollar nuevas moléculas, potenciales candidatos a fármacos.  
La naturaleza multifactorial y la compleja etiología, basada en procesos poco 
específicos que subyace a la fisiopatología de estas enfermedades neurodegenerativas, 
hace necesario disponer de moléculas multidiana, capaces de actuar de forma 
simultánea sobre múltiples dianas terapéuticas implicadas en la patogenia de la 
enfermedad.  
Actualmente los IMAO-B se utilizan para aliviar los síntomas motores de la EP, 
mientras que los inhibidores de la AChE son, junto con la memantina, los únicos 
fármacos que han demostrado ser útiles para el tratamiento de la EA, retrasando la 
progresión de la misma. 
El desarrollo de nuevas moléculas que sumen a su actividad inhibidora de la MAO-
B o inhibidora de ChE una actividad neuroprotectora, podría ser útil para el tratamiento 
de estas enfermedades, pues no sólo actuarían sobre su sintomatología, sino que 
permitirían detener la muerte celular y fomentar la recuperación de las poblaciones 
neuronales ya afectadas. 
Los ligandos multidiana representan una estrategia para la terapia multidiana que 
evita las interacciones farmacodinámicas y farmacocinéticas que podrían presentarse 
con la administración conjunta de varios fármacos. Tradicionalmente, el diseño de 
ligandos multidiana se ha basado en tres estrategias diferentes: conjugación, fusión e 
hibridación de farmacóforos para obtener una única estructura con diferentes 
actividades farmacológicas.  
La hipótesis de este trabajo de investigación es que la cumarina, el resveratrol y la 
curcumina son farmacóforos adecuados para la obtención de ligandos multidiana, con 
buen perfil farmacocinético y potenciales candidatos a fármacos para el tratamiento de 
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estas enfermedades neurodegenerativas. Esta hipótesis está basada en las actividades 
farmacológicas descritas para estos tres productos naturales. 
Por tanto, se plantea como objetivo general el estudio farmacológico in vitro e in 
vivo, sobre diferentes dianas implicadas en la EP y EA, de nuevas moléculas con 
estructura cumarínica: análogos híbridos resveratrol-cumarina, amidocumarinas 
sustituidas y análogos híbridos curcumina-cumarina, cuya estructura general se 




Figura 41. Análogos híbridos resveratrol-cumarina (A), derivados de 3-amidocumarina (B), derivados de 7-
amidocumarina (C) y análogos híbridos curcumina-cumarina (D). 
Para evaluar el potencial terapéutico de los nuevos derivados de cumarina, 
siguiendo un cribado farmacológico, se plantean los siguientes objetivos específicos: 
1) Estudiar su actividad in vitro como: 
 Inhibidores de la MAO 
 Inhibidores de AChE y BuChE 
 Inhibidores de BACE1 
 Inhibidores de COX 
 Neuroprotectores 
 
JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
 
 119 
2) Estudiar los mecanismos de acción de los derivados de cumarina con mayor 
actividad neuroprotectora: 
 Evaluar su actividad secuestradora de radicales libres 
 Evaluar su actividad sobre la producción de ERO en células SH-SY5Y 
 Evaluar sus efectos sobre la transcripción del ARNm codificante para NF-κB, 
Nrf2, Casp3 y TNF-α 
 
3) Estudiar la biodisponibilidad de los derivados de cumarina más prometedores: 
 Calcular sus propiedades físico-químicas y predecir su capacidad de paso a 
través de membranas biológicas incluyendo la BHE 
 Determinar in vitro su capacidad para atravesar la BHE 
 Evaluar in vivo su biodisponibilidad en ratones 
 
4) Estudiar, para aquellas moléculas cuyos resultados de actividad in vitro como 
inhibidores de MAO-B o inhibidores de AChE resulten más prometedores, su 
actividad in vivo en ratones modelo de EP y de EA. 
 
Los estudios que nos proponemos realizar en este trabajo de investigación presentan 
un interés sanitario y científico relevante, en la medida en que contribuirán a reportar 
los siguientes beneficios: 
a) Obtener información útil a partir del análisis de la REA de los derivados de cumarina 
evaluados, para el diseño posterior y la síntesis química de nuevas moléculas con mayor 
potencial terapéutico como inhibidores de MAO, colinesterasas, COX, BACE1 y como 
neuroprotectores. 
b) Facilitar el desarrollo y posterior introducción en terapéutica de nuevos fármacos 
multidiana con un buen perfil farmacocinético y un índice terapéutico más alto. En 
definitiva, fármacos más eficaces y menos tóxicos que los comercializados hasta ahora, 
capaces de aportar nuevas soluciones al tratamiento de diferentes enfermedades 




















4. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
4.1. NUEVOS DERIVADOS DE CUMARINA OBJETO DE ESTUDIO 
Los nuevos derivados de cumarina han sido sintetizados en el grupo del Dr. 
Eugenio Uriarte en el Departamento de Química Orgánica de la Facultad de Farmacia 
de la Universidade de Santiago de Compostela (USC) y en el grupo de la Dra. Carmen 
Terán en el Departamento de Química Orgánica de la Facultad de Ciencias de la 
Universidade de Vigo (UVigo) y corresponden a las series:  
1. Análogos híbridos resveratrol-cumarina 
– Derivados de 3-fenilcumarina (Figura 42, Tabla 2) 
– Derivados de 3-(tiofen-2-il)cumarina (Figura 43, Tabla 3) 
– Derivados de 3-(6-oxo-1,6-dihidropiridazin-3-il)cumarina (Figura 44, Tabla 4) 
– Derivados de 3-(piridazin-3-il)cumarina (Figura 45, Tabla 5) 
2. Derivados de amidocumarina 
– Derivados de 3-benzamidocumarina (Figura 46, Tabla 6) 
– Derivados de 3-ciclohexilamidocumarina (Figura 47, Tabla 7) 
– Derivados de 3-heteroarilamidocumarina (Figura 48, Tabla 8) 
– Derivados de 7-benzamido-4-metilcumarina (Figura 49, Tabla 9) 
– Derivados de 7-alquilamido-4-metilcumarina (Figura 50, Tabla 10) 
– Derivados de 7-heteroarilamido-4-metilcumarina (Figura 51, Tabla 11) 
3. Análogos híbridos curcumina-cumarina 
– 3,3’-(3,5-dioxohepta-1,6-dien-1,7-diil)bis(7,8-dihidroxicumarina) (Figura 52)  
– Derivados de 4,4’-(3,5-dioxohepta-1,6-dien-1,7-diil)biscumarina (Figura 53, 
Tabla 12) 
– Derivados de 3-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina (Figura 54, 
Tabla 13)  
– Derivados de 4-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina (Figura 55, 
Tabla 14) 
 




Figura 42. Estructura química común de los derivados de 3-fenilcumarina 
 
Tabla 2. Radicales presentes en las distintas posiciones de los derivados de 3-fenilcumarina. 
COMPUESTO R5 R6 R7 R8 R’3 R’4 R’5 
CUM9 H H OCH3 H H OCH3 H 
CUM10 H H OCH3 H H OH H 
CUM11 H OH H H OH OH OH 
CUM12 H H OH H H OCH3 H 
CUM21 H H OH H OCH3 H OCH3 
CUM21C H H OH H OH H OH 
CUM32 H OH H OH H OH H 
CUM41 H H OH H H OH H 
CUM51 H OH H OH OH H OH 
CUM61 H OH H OH OH OH OH 
CUM71 H H OH H OH OH OH 
CUM81 H OH H H H OH H 
CUM91 H OH H H OH H OH 
CUMa H H H H H OH H 
CUMIa H H OH H H H H 
SMA1 H H H H OH OH OH 
SMB1 H OH OH H OH OH OH 
JLG5b H H OH OH OH OH H 
JLG9b OH H OH H H H H 
JLG12b OH H OH H OH OH H 







Figura 43. Estructura química común de los derivados de 3-(tiofen-2-il)cumarina 
 
Tabla 3. Radicales presentes en las distintas posiciones de los derivados de 3-(tiofen-2-il)cumarina 
COMPUESTO R7 R8 R’ 
MJM450 H OH H 
MJM451 OH H H 
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COMPUESTO R7 R8 R’ 
MJM452 OH OH H 
MJM465 H OH Br 
MJM470 OH H Br 








Figura 44. Estructura química común de los derivados de 3-(6-oxo-1,6-dihidropiridazin-3-il)cumarina 
 
Tabla 4. Radicales presentes en las distintas posiciones de los derivados de 3-(6-oxo-1,6-dihidropiridazin-3-
il)cumarina. 
COMPUESTO R6 R7 R8 R’ 
MC74 CH3 H H Bn 
MC76 OCH3 H H Bn 
MC77 H H OCH3 Bn 
MC78 CH3 H H H 
MC79 H OCH3 H Bn 
MC80 H H CH3 Bn 
MC81 H CH3 H Bn 
MC84 CH3 H H CH3 
MC85 OCH3 H H CH3 
MC86 H H OCH3 CH3 
MC87 H H CH3 CH3 
MC88 H OCH3 H CH3 
MC89 H CH3 H CH3 
MC91 OCH3 H H H 
MC95 H H OCH3 H 
MC96 H H CH3 H 
MC97 H OCH3 H H 










Figura 45. Estructura química común de los derivados 3-(piridazin-3-il)cumarina 
 
Tabla 5. Radicales presentes en las distintas posiciones de los derivados de 3-(piridazin-3-il)cumarina. 
COMPUESTO R6 R7 R8 R’ 
MC82 CH3 H H Cl 
MC93 CH3 H H OCH3 
MC99 OCH3 H H Cl 
MC100 OCH3 H H OCH3 
MC101 H H OCH3 Cl 
MC102 H H CH3 Cl 
MC103 H OCH3 H Cl 
MC104 H CH3 H Cl 
MC105 H H OCH3 OCH3 
MC106 H H CH3 OCH3 
MC107 H OCH3 H OCH3 
MC108 H CH3 H OCH3 
MC124 H H H Cl 
MC143 H H H Br 
MC144 CH3 H H Br 
MC145 OCH3 H H Br 
MC146 H CH3 H Br 
MC147 H OCH3 H Br 
MC148 H H CH3 Br 
MC149 H H OCH3 Br 
MC150 Br H H Br 
MC151 H Br H Br 
MC152 H H Br Br 
MC153 Cl H H Br 
MC154 H H Cl Br 
MC155 Br H H Cl 
MC156 H Br H Cl 
MC157 H H Br Cl 
MC158 Cl H H Cl 









Figura 46. Estructura química común de los derivados de 3-benzamidocumarina 
 
Tabla 6. Radicales presentes en las distintas posiciones de los derivados de 3-benzamidocumarina. 
COMPUESTO R4 R6 R’3 R’4 R’5 
MJM223 H H OCH3 OCH3 OCH3 
MJM229 OH H OCH3 OCH3 OCH3 
MJM246 H H H H H 
MJM247 H H H OCH3 H 
MJM249 H H H CH3 H 
MJM252 H H OCH3 OCH3 H 
MJM253 H H H Cl H 
MJM254 H H Cl Cl H 
MJM255 H H H NO2 H 
MJM256 OH H H H H 
MJM257 OH H H OCH3 H 
MJM258 OH H OCH3 OCH3 H 
MJM259 OH H H CH3 H 
MJM260 OH H H Cl H 
MJM261 OH H H NO2 H 
MJM280 OH H Cl Cl H 







Figura 47. Estructura química común de los derivados de 3-ciclohexilamidocumarina 
 












Figura 48. Estructura química común de los derivados de 3-heteroarilamidocumarina 
 
Tabla 8. Radicales presentes en las distintas posiciones de los derivados de 3-heteroarilamidocumarina. 
COMPUESTO R4 X 
MJM296 H S 
MJM297 OH S 
MJM312 H O 
MJM313 OH O 
MJM320 H CH=N 






Figura 49. Estructura química común de los derivados de 7-benzamido-4-metilcumarina  
 
Tabla 9. Radicales presentes en las distintas posiciones de los derivados de 7-benzamido-4-metilcumarina. 
COMPUESTO R’3 R’4 
MJM272 H H 
MJM273 H OCH3 
MJM275 H CH3 
MJM276 OCH3 OCH3 
MJM277 H Cl 






Figura 50. Estructura química común de los derivados de 7-alquilamido-4-metilcumarina 
 













Figura 51. Estructura química común de los derivados de 7-heteroarilamido-4-metilcumarina  
 
 




















Figura 53. Estructura química común de los derivados de 4,4’-(3,5-dioxohepta-1,6-dien-1,7-diil)biscumarina 
 
Tabla 12. Radicales presentes en las distintas posiciones de los derivados de 4,4’-(3,5-dioxohepta-1,6-dien-1,7-
diil)biscumarina 
COMPUESTO R1 R2 R3 R4 R5 R6 
A1A H OH OH H OH OH 










Figura 54. Estructura química común de los derivados de 3-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina 
 
Tabla 13. Radicales presentes en las distintas posiciones de los derivados de 3-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-
il)cumarina 
COMPUESTO R6 R7 R8 R’2 R’3 R’4 R’5 R’6 
H1i3 H OH OH OH H OH H OH 
H1i5 H OH OH OH H OH OH H 
H1J2 H OH OH OH OH OH H H 
H1J4 H OH OH H OH OH OH H 
H1K3 OH OH H OH H OH H OH 
H1K5 OH OH H OH H OH OH H 
H1L2 OH OH H OH OH OH H H 





Figura 55. Estructura química común de los derivados de 4-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina 
 
Tabla 14. Radicales presentes en las distintas posiciones de los derivados de 4-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-
il)cumarina 
COMPUESTO R6 R7 R8 R’2 R’3 R’4 R’5 R’6 
A1I OH OH H OH H OH H OH 
A1J OH OH H H OH OH H OH 
A1K OH OH H H H OH OH OH 
A1L OH OH H H OH OH OH H 
B1I H OH OH OH H OH H OH 
B1K H OH OH H H OH OH OH 
B1L H OH OH H OH OH OH H 
I1I OH OH H H OH OH H 
 
J1J OH OH H H OH OH 
 
H 
K1K H OH OH H OH OH H 
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4.2. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA DE LA MAO 
4.2.1. Fármacos, reactivos y otros compuestos químicos  
Los fármacos y compuestos químicos utilizados en los experimentos fueron el 
dimetilsulfóxido (DMSO), la moclobemida (gentilmente suministrada por los 
laboratorios Hoffman-La Roche), el hidrocloruro de R-(-)-deprenilo (selegilina), la 
iproniazida, la isatina (Sigma-Aldrich S.A.), el hidrocloruro de clorgilina, la sal sódica 
de resorrufina, el hidrocloruro de p-tiramina, el tampón fosfato sódico, la peroxidasa de 
rábano picante (suministrados en el kit para el ensayo de la MAO Amplex® Red 
Molecular Probes S.A.) y los nuevos derivados de cumarina descritos en las Tablas 2-
14. 
4.2.2. Preparación de las disoluciones de compuestos y fármacos y preparación de 
los tampones 
Los nuevos derivados de cumarina se disolvieron en DMSO para preparar 
disoluciones stock de concentración 10 mM que se mantuvieron a -20 ºC para su 
conservación. Los fármacos moclobemida, clorgilina e iproniazida, se disolvieron 
también en DMSO, mientras que el fármaco R-(-)-deprenilo se disolvió en agua Milli-
Q®; preparándose en todos los casos disoluciones stock de concentración 10 mM. A 
partir de estas disoluciones stock se realizaron las adecuadas diluciones, empleando 
también como disolvente DMSO o agua Milli-Q®, preparándolas en el mismo día de 
realización del experimento. 
El tampón fosfato sódico proporcionado a una concentración 5 veces superior a la 
necesaria en el Kit de MAO Amplex® Red se diluyó en agua Milli-Q® (Millipore Ibérica 
S.A.) hasta la concentración adecuada. 
El Amplex® Red se preparó a concentración 20 mM, disolviéndose en DMSO, el 
hidrocloruro de p-tiramina se preparó a concentración 100 mM, disolviéndose en agua 
Milli-Q® y la peroxidasa de rábano picante se preparó a concentración 200 U/mL, 
disolviéndose en el tampón fosfato sódico (1X). 
El Amplex® Red y los análogos híbridos cumarina-curcumina se mantuvieron en 
todo momento protegidos de la luz debido a su fotosensibilidad.  
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4.2.3. Determinación de la inhibición de las isoformas de la MAO 
Los potenciales efectos de nuestros compuestos sobre la actividad de las isoformas 
de la MAO se determinaron midiendo la producción de H2O2 y, por consiguiente, de 
resorrufina a partir de p-tiramina (4-hidroxi-feniletilamina), utilizando el reactivo 
Amplex® Red y las isoformas de la MAO, presentes en la fracción microsomal, 
preparada a partir de células de insectos (BTI-TN-5B1-4) infectadas con baculovirus 
recombinantes que contienen insertos de ADNc de MAO-A o MAO-B humano (Sigma-
Aldrich S.A.). 
Estas isoformas de la MAO catalizan la oxidación de varios sustratos que contienen 
restos amino para originar los aldehídos correspondientes, amoníaco y H2O2. La p-
tiramina, que es oxidada a 4-hidroxifenilacetaldehído, es un sustrato común para la 
MAO-A y para la MAO-B397.  
La producción de H2O2 catalizada por las isoformas de la MAO se puede detectar 
utilizando el reactivo Amplex® Red (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina), una sustancia 
no fluorescente, altamente sensible, que reacciona con el H2O2 en presencia de la 




Figura 56. Esquema de las reacciones catalizadas por las isoformas de la MAO y la peroxidasa 
En nuestros experimentos, la actividad de la MAO fue evaluada con el método 
mencionado anteriormente, siguiendo un procedimiento general, previamente descrito, 
con algunas modificaciones31,333. 
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En primer lugar se incubaron 0,1 mL de tampón fosfato sódico (50 mM, pH 7,4) 
que contiene distintas concentraciones de los nuevos compuestos a estudiar 
(concentración final de DMSO ≤ 1%) o los inhibidores de referencia, y la cantidad de 
MAO-A o MAO-B recombinante humana requerida para obtener, en nuestras 
condiciones experimentales, la misma velocidad de reacción; es decir, para oxidar (en 
ausencia de los compuestos: grupo control) la misma concentración de sustrato: 165 
pmoles de p-tiramina por minuto (MAO-A; 1,1 µg; actividad específica: 150 nmoles de 
p-tiramina oxidados a p-hidroxifenilacetaldehído por minuto por mg de proteína; MAO-
B: 7,5 µg; actividad específica: 22 nmoles de p-tiramina transformados por minuto por 
mg de proteína). Dicha incubación se realizó durante 10 minutos a 37 ºC en placas de 
96 pocillos de fondo negro y plano (MicrotestTM 96 well assay plate, BD Biosciences) 
ya colocadas en la cámara oscura del lector de fluorescencia. Después del periodo de 
incubación, la reacción se inició añadiendo (concentraciones finales) 200 µM de 
reactivo Amplex® Red, 1 unidad (U)/mL de peroxidasa de rábano picante y 1 mM de p-
tiramina como sustrato, tanto para los estudios realizados con la MAO-A como para los 
realizados con la MAO-B. 
La producción de H2O2 y, por consiguiente, de resorrufina fue cuantificada a 37 ºC 
en un lector de fluorescencia de placa (Fluo-star OptimaTM, BMG LABTECH) 
determinando la fluorescencia generada (λexcitación 545 nm, λemisión 590 nm) durante 10 
minutos, un período en el cual el incremento de la fluorescencia fue lineal desde el 
principio. Simultáneamente se llevaron a cabo experimentos control sustituyendo 
nuestros compuestos o los inhibidores de referencia con las disoluciones apropiadas de 
los vehículos. Además, la posible capacidad de los compuestos arriba indicados para 
modificar la fluorescencia generada en la mezcla de la reacción por una inhibición no 
enzimática (por ejemplo, por reacción directa con el reactivo Amplex® Red), fue 
evaluada añadiéndolos a soluciones que contenían exclusivamente el reactivo Amplex® 
Red en tampón fosfato sódico. 
Los parámetros cinéticos (Km y Vmáx) de las dos isoformas de la MAO humana 
fueron determinados por regresión lineal (método de mínimos cuadrados), utilizando el 
programa Origin 5.0 (Microcal Software, Inc., Northampton, MA, EE.UU.), de los 
correspondientes dobles recíprocos de Lineweaver-Burk, siendo X = 1/concentración 
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molar de p-tiramina e Y = 1/velocidad de reacción (V). La intersección en el eje Y, y la 
pendiente de esta regresión permitieron obtener 1/Vmáx y Km/Vmáx, respectivamente. 
Para determinar los pmoles de p-tiramina oxidados, se hizo una curva estándar 
empleando varias concentraciones de resorrufina, siendo X = pmoles de resorrufina e Y 
= unidades arbitrarias de fluorescencia y teniendo en cuenta que al ser la estequiometría 
de la reacción de formación de resorrufina 1:1, los pmoles producidos son equivalentes 
a los pmoles de p-tiramina oxidados. 
4.2.4. Reversibilidad 
Se realizaron experimentos de reversibilidad para evaluar el tipo de inhibición de la 
isoforma B de la MAO para los inhibidores más potentes, seleccionados en las 
diferentes series de compuestos evaluadas. 
Se empleó un método de dilución y se utilizaron selegilina (inhibidor irreversible) e 
isatina (inhibidor reversible) como fármacos de referencia515,516. En primer lugar, se 
prepararon diluciones 1000XCI50 experimental de los compuestos a evaluar. 
Posteriormente se preparó una disolución de la enzima MAO-B 100X (en relación a la 
concentración utilizada en los experimentos para la determinación de la inhibición de la 
actividad enzimática antes descritos) en tampón fosfato sódico (50 mM, pH 7,4). Se 
añadieron 0,2 µL de la disolución de compuesto sobre 1,8 µL de la disolución de la 
enzima y las disoluciones obtenidas se incubaron en hielo durante 30 min. En los 
experimentos control, la disolución del compuesto fue sustituida por DMSO (utilizado 
como vehículo). Una vez transcurrido el periodo de incubación, las diferentes 
disoluciones se diluyeron 100 veces con tampón fosfato, añadiendo 198 µL del mismo. 
Posteriormente, se tomaron 50 µL de cada una de las disoluciones, que se llevaron a una 
placa de 96 pocillos de fondo negro y plano (MicrotestTM 96 well assay plate, BD 
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.), incubándose a continuación a 37 ºC durante 
3 min. Posteriormente, se añadieron, 50 µL de tampón fosfato conteniendo una mezcla 
de p-tiramina, peroxidasa de rábano picante y Amplex® Red a las concentraciones 
descritas previamente. Finalmente, se determinó la fluorescencia generada como se 
describe en el apartado anterior.  
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4.2.5. Expresión de resultados  
La actividad IMAO de los nuevos derivados de cumarina y de los fármacos de 
referencia se expresó como CI50, es decir, como la concentración de cada compuesto 
necesaria para producir una disminución del valor control de la actividad enzimática de 
las isoformas de la MAO de un 50%. Los correspondientes valores de las CI50, fueron 
calculados utilizando el programa informático OriginTM 5.0, a partir de las ecuaciones 
de las rectas obtenidas por regresión lineal (métodos de mínimos cuadrados) de los 
puntos resultantes al representar el log de la concentración molar del compuesto 
estudiado (eje de abscisas) frente al porcentaje de inhibición de la actividad MAO 
control conseguido con las correspondientes concentraciones de cada compuesto (eje de 
ordenadas). Esta regresión lineal se realizó utilizando los datos obtenidos con 4-6 
concentraciones de cada compuesto evaluado, capaces de inhibir la actividad enzimática 
control de las isoenzimas de la MAO entre el 20% y el 80%. En los casos en los que los 
compuestos no alcanzaron un porcentaje de inhibición superior al 50-60%, los datos se 
expresaron como % de inhibición enzimática a concentración 100 µM. Además, se 
calculó el cociente [CI50 (MAO-A)]/[CI50 (MAO-B)] como indicador del índice de 
selectividad en la inhibición mostrada sobre ambas isoformas. 
Para la determinación de la reversibilidad se calculó el porcentaje de la pendiente 
(ΔUF/t) respecto al control. Para los inhibidores reversibles el incremento de 
fluorescencia muestra un progreso lineal alcanzando al menos el 91% de la pendiente 
del control, mientras que si la inhibición es irreversible se alcanza solo el 9% de esta 
pendiente.  
Salvo indicación contraria, los resultados de CI50 mostrados en el texto y en las 
tablas están expresados como la media ± error estándar de la media (e.e.m.) de 5 
experimentos. Los resultados de reversibilidad se expresan como la media ± error 




FERNANDA RODRÍGUEZ ENRÍQUEZ 
 
 136 
4.3. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA DE LAS COLINESTERASAS 
4.3.1. Fármacos, reactivos y otros compuestos químicos 
Los fármacos y compuestos químicos utilizados en los experimentos fueron el 
DMSO, la tacrina, la eserina, el cromógeno ácido 5,5’-mercaptobis-2-nitrobenzoico, los 
sustratos ioduro de acetiltiocolina o ioduro de butiriltiocolina (Sigma-Aldrich S.A.) y 
los nuevos derivados de cumarina descritos en las Tablas 2-14. 
4.3.2. Preparación de las disoluciones de los compuestos y fármacos y preparación 
de los tampones 
Los fármacos tacrina y eserina se disolvieron en agua Milli-Q® (Millipore Ibérica 
S.A., Madrid, España) para preparar disoluciones stock (10 mM) que se conservaron a -
20 ºC. A partir de estas disoluciones stock se realizaron las adecuadas diluciones, 
empleando también como disolvente agua Milli-Q®, preparándolas en el mismo día de 
realización del experimento. 
La preparación de las nuevas moléculas para llevar a cabo los experimentos se 
realizó tal como se describió en el apartado 4.2.2. 
Para la elaboración del tampón fosfato (50 mM, pH 7,2) se procedió a la 
preparación de dos disoluciones en agua Milli-Q®, NaH2PO4 (50 mM) y Na2HPO4 (50 
mM). Una vez preparadas, sobre la disolución de Na2HPO4 se añadió, poco a poco y 
con agitación constante, la disolución de NaH2PO4 hasta ajustar el pH en 7,2; este 
proceso requiere añadir un volumen de la disolución de NaH2PO4 aproximadamente 
igual a la mitad del volumen de la solución de Na2HPO4. 
La disolución de cromógeno (ácido 5,5’-mercaptobis-2-nitrobenzoico) se preparó a 
concentración 5 mM, disolviendo 1,9817 mg/mL en tampón fosfato (50 mM, pH 7,2). 
Los sustratos, ioduro de acetiltiocolina o ioduro de butiriltiocolina, se prepararon a 
concentración 100 mM en tampón fosfato (50 mM, pH 7,2). 
4.3.3. Determinación de la inhibición de las colinesterasas 
Los potenciales efectos de los nuevos derivados de cumarina sobre la actividad de 
las colinesterasas (AChE y BuChE), se determinaron midiendo la producción de ácido 
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5-mercapto-2-nitrobenzoico (5-MNBA), un compuesto coloreado, que se forma a partir 
de la reacción de la tiocolina con el ácido 5,5’-mercaptobis-2-nitrobenzoico 
(cromógeno). Esta tiocolina se produce a partir de la reacción de hidrólisis entre el 
sustrato y la AChE recombinante humana o BuChE obtenida a partir de suero humano 
(Sigma-Aldrich S.A.). En el caso de la AChE, el sustrato fue la acetiltiocolina, y en el 






































Figura 57. Esquema de la reacción catalizada por las ChEs 
En primer lugar, se incubaron 90 μL de tampón fosfato (50 mM, pH 7,2) 
conteniendo distintas concentraciones de los compuestos a estudiar (o los inhibidores de 
referencia) y 0,01 U/mL de enzima. Dicha incubación se realizó durante 5 minutos a 37 
ºC, después de haber agitado vigorosamente la mezcla, en placas de 96 pocillos 
transparentes y de fondo plano MicrotestTM 96 well assay plate, (BD Biosciences, 
Franklin Lakes, NJ, EE.UU.) ya colocadas en la cámara oscura del lector de 
absorbancia. 
Después del periodo de incubación, se añadió la disolución del cromógeno 
preparada (concentración final 0,25 mM). La reacción se inició añadiendo la disolución 
del sustrato (concentración final 5 mM) y a continuación se agitó nuevamente la 
mezcla. La producción de 5-MNBA fue cuantificada a 37 ºC en un lector de 
absorbancia (Fluo-star Optima, BMG LABTECH, Offenburg, Alemania) determinando 
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la absorbancia generada (λ 405 nm) durante 10 minutos, un periodo en el cual el 
incremento de absorbancia fue lineal desde el principio. 
La variación de absorbancia generada por unidad de tiempo es proporcional a la 
cantidad de tiocolina producida y por tanto, a la actividad de la colinesterasa. La 
absorbancia específica (utilizada para obtener los resultados finales) se calculó después 
de sustraer la absorbancia de fondo, determinada en la disolución en tampón fosfato de 
los compuestos a estudiar. 
Los parámetros cinéticos (Km y Vmáx) de AChE y BuChE se calcularon por 
regresión lineal (método de mínimos cuadrados), utilizando el programa OriginTM 5.0, 
de los correspondientes dobles recíprocos de Lineweaver-Burk, siendo 
X=1/concentración molar de ioduro de acetil o butirilcolina e Y=1/velocidad de 
reacción (V). La intersección en el eje Y, y la pendiente de esta regresión, permitieron 
obtener 1/Vmáx y Km/Vmáx, respectivamente. 
4.3.4. Expresión de los resultados 
La actividad inhibidora de las colinesterasas de los nuevos derivados de cumarina y 
de los fármacos de referencia se expresó como CI50, es decir, como la concentración de 
cada compuesto necesaria para producir una disminución del valor control de la 
actividad enzimática de las colinesterasas de un 50%. Los correspondiente valores de 
las CI50 fueron calculados utilizando el programa informático Origin
TM 5.0, a partir de 
las ecuaciones de las rectas obtenidas por regresión lineal (métodos de mínimos 
cuadrados) de los puntos resultantes al representar el log de la concentración molar del 
compuesto estudiado (eje de abscisas) frente al porcentaje de inhibición de la actividad 
colinesterasa control conseguido con las correspondientes concentraciones de cada 
compuesto (eje de ordenadas). Esta regresión lineal se realizó utilizando los datos 
obtenidos con 4-6 concentraciones de cada compuesto evaluado, capaces de inhibir la 
actividad control de las colinesterasas entre el 20% y el 80%. En los casos en los cuales 
los compuestos no alcanzaron un porcentaje de inhibición superior al 50-60%, los datos 
se expresaron como % de inhibición enzimática a concentración 100 µM. 
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Salvo indicación contraria, los resultados mostrados en el texto y en las tablas están 
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4.4. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA DE BACE1 
4.4.1. Fármacos, reactivos y otros compuestos químicos 
Los fármacos y compuestos químicos utilizados en los experimentos fueron el 
DMSO, el inhibidor de referencia Glu-Val-Asn-[(2R,4S,5S)-5-amino-4-hidroxi-2,7-
dimetiloctanoil]-Ala-Glu-Phe (OM-99) (Sigma-Aldrich S.A.), la enzima β-secretasa 
(BACE1), el sustrato para la reacción enzimática FL-BACE1-biotina (Fluorescein-
EVNLDAEFK-biotin), el anticuerpo anti-biotina marcado con terbio, tampón HEPES 
(137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM HEPES, pH 7,5), la disolución de parada (Tris 
800 mM con 0,01% de NP-40, pH 8,0) y el tampón de acetato sódico (50 mM, pH 4,5) 
(suministrados en el kit para ensayo LanthaScreen TR-FRET BACE1, Invitrogen) y los 
derivados de cumarina seleccionados como representativos de las distintas series antes 
descritas (Tablas 2-14). Para su selección primero se partió de aquellas estructuras más 
sencillas de cada serie y, a partir de los resultados obtenidos, se seleccionaron nuevas 
estructuras similares a las que resultaron activas pero con diferentes sustituyentes.  
4.4.2. Preparación de las disoluciones de los compuestos y fármacos 
Los nuevos derivados de cumarina, así como el inhibidor de referencia OM-99, se 
disolvieron en DMSO para preparar disoluciones stock (10 mM) que se mantuvieron, 
para su conservación, a -20 ºC. 
A partir de estas disoluciones stock se realizaron las adecuadas diluciones, 
empleando en este caso el tampón de acetato sódico (50 mM, pH 4,5) proporcionado en 
el kit y preparándolas en el mismo día de realización del experimento.  
4.4.3. Determinación de la inhibición de la BACE1 
Para estudiar los posibles efectos de nuestros compuestos y del inhibidor de 
referencia OM-99 sobre la actividad enzimática de BACE1, se utilizó un método basado 
en la técnica de TR-FRET (Time-Resolved Fluorescence Resonance Energy 
Transfer)399.  
La base de un ensayo TR-FRET es la de un ensayo FRET estándar: cuando un par 
adecuado de fluoróforos se aproximan el uno al otro, la excitación del primer fluoróforo 
(el donante) puede ser transferida al segundo fluoróforo (el aceptor). Esta transferencia 
de energía se detecta por un aumento en la emisión de fluorescencia del aceptor y una 
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disminución en el donante. Tras la escisión por la proteasa, el fluoróforo (donante) se 
separa del grupo aceptor, restaurándose el rendimiento de fluorescencia completa del 
donante. El aumento de fluorescencia está directamente relacionado con la tasa de 
proteólisis (Figura 58). 
 
 
Figura 58. Esquema de la reacción catalizada por la BACE1 
A diferencia de los ensayos FRET estándar, los ensayos TR-FRET utilizan como 
especie donante un quelato de lantánidos de larga duración. Los lantánidos son 
interesantes pues la vida útil en estado excitado (tiempo promedio que la molécula pasa 
en el estado excitado después de aceptar un fotón) suele ser del orden de milisegundos o 
superior, en contraposición con los fluoróforos comunes utilizados en ensayos FRET 
estándar en la que suele ser de nanosegundos. El terbio permite, en contraposición con 
el europio, utilizar fluoróforos comunes, como la fluoresceína, como aceptores. 
Adicionalmente, para evitar posibles interferencias de fluorescencia de fondo o 
dispersión de la luz y de excitación directa, el TR-FRET también garantiza un retraso 
adecuado (de unos 50 a 100 microsegundos) después de la excitación. 
La enzima BACE1 recombinante humana (77 U/mL stock) se diluyó en el tampón 
de acetato sódico pH 4,5.  
Se tomaron 30 μL de tampón de acetato sódico (50 mM, pH 4,5) conteniendo 
distintas concentraciones de los compuestos a estudiar (o el inhibidor de referencia), la 
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enzima BACE1 (2,1 U/mL) y el sustrato FL-BACE1-biotina (concentración final 200 
nM) y se incubaron en placas de 96 pocillos negros de fondo plano (96-well Half Area 
Black Flat Bottom Polystyrene NBS Microplate, Corning®) a temperatura ambiente y 
protegidos de la luz durante 60 min.  
Simultáneamente se llevaron a cabo experimentos control, sustituyendo los 
fármacos o inhibidores de referencia con las diluciones apropiadas de los vehículos.  
Después del periodo de incubación, la reacción se detuvo añadiendo 10 μL de la 
solución de parada (anticuerpo Tb-anti-biotina, concentración final 5 nM). Después de 
mezclar, la disolución se mantuvo 60 min a temperatura ambiente y protegida de la luz. 
Una vez finalizada la incubación se procedió a efectuar la lectura (λexcitación 545, λemisión 
585) mediante la técnica de TR-FRET en un lector de placa multifunción 
(CLARIOstar® Plus, BMG LABTECH, Offenburg, Alemania). Se determinó además la 
fluorescencia emitida por el sustrato FL-BACE1-Biotin a la misma concentración usada 
en los experimentos. El valor de la fluorescencia emitido en ausencia de la enzima se 
sustrajo a la señal de fluorescencia en presencia de la enzima. 
4.4.4. Expresión de los resultados  
La inhibición de la actividad β-secretasa se calculó a partir del porcentaje de la 
reacción control y los resultados se expresaron como % de inhibición con respecto a la 
actividad obtenida en la reacción control. Para los derivados de cumarina con mayor 
actividad inhibidora de BACE1, esta se expresó también como CI50. 
La actividad inhibidora de BACE1 de los nuevos derivados de cumarina y de los 
fármacos de referencia se expresó como CI50, es decir, como la concentración de cada 
compuesto necesaria para producir una disminución del valor control de la actividad 
enzimática de las colinesterasas de un 50%. Los correspondiente valores de las CI50 
fueron calculados utilizando el programa informático OriginTM 5.0, a partir de las 
ecuaciones de las rectas obtenidas por regresión lineal (métodos de mínimos cuadrados) 
de los puntos resultantes al representar el log de la concentración molar del compuesto 
estudiado (eje de abscisas) frente al porcentaje de inhibición de la actividad BACE1 
control conseguido con las correspondientes concentraciones de cada compuesto (eje de 
ordenadas). Esta regresión lineal se realizó utilizando los datos obtenidos con 4-6 
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concentraciones de cada compuesto evaluado, capaces de inhibir la actividad control de 
las colinesterasas entre el 20% y el 80%. En los casos en los cuales los compuestos no 
alcanzaron un porcentaje de inhibición superior al 50-60%, los datos se expresaron 
como % de inhibición enzimática a concentración 100 µM. 
Salvo indicación contraria, los resultados mostrados en el texto y en las tablas están 
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4.5. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA DE COX 
4.5.1. Fármacos, reactivos y otros compuestos químicos 
Los fármacos y compuestos químicos utilizados en los experimentos fueron el 
DMSO, la N,N,N’,N’-tetrametil-p-fenilendiamina (TMPD), la hematina, el ácido 
araquidónico, la COX-2, la indometacina, el diclofenaco (adquiridos en Sigma-Aldrich, 
España) y los derivados de cumarina seleccionados de la serie de 3-fenilcumarina 
(Tabla 2) y todos los análogos híbridos cumarina-curcumina (Tablas 12-14).  
La COX-1 se obtuvo mediante aislamiento a partir de unidades de buffy coat, 
gentilmente suministradas por el centro de transfusión de Galicia en virtud del acuerdo 
con la USC que se adjunta en el Anexo I, utilizando tampón fosfato (10 mM, pH 7,4 y 
50 mM, pH 7,4). 
4.5.2. Preparación de las disoluciones de los compuestos y fármacos y preparación 
de los tampones 
Los nuevos derivados de cumarina, así como la indometacina y el diclofenaco 
(inhibidores de referencia) se disolvieron en DMSO para preparar disoluciones stock 
(10 mM) que se mantuvieron a -20 ºC para su conservación. 
A partir de estas disoluciones stock se realizaron las adecuadas diluciones, 
empleando también como disolvente DMSO, preparándolas en el mismo día de 
realización del experimento. 
Para la elaboración del tampón Tris-HCl (100 mM, pH 8) se utilizó Trizma Base 
(adquirido en Sigma-Aldrich S.A.) y agua Milli-Q® ajustando a pH 8 la disolución 
obtenida. 
Para la elaboración del tampón fosfato (10 mM, pH 7,4) se procedió a la 
preparación de dos disoluciones en agua Milli-Q®, NaH2PO4 (10 mM) y Na2HPO4 (10 
mM). Una vez preparadas, sobre la disolución de Na2HPO4 se añadió, poco a poco y en 
constante agitación, la solución de NaH2PO4 hasta ajustar el pH en 7,4; este proceso 
puede requerir añadir de la solución de NaH2PO4 (10 mM) un volumen 
aproximadamente igual a la mitad del volumen de la solución de Na2HPO4 (10 mM). 
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Para la elaboración del tampón fosfato (50 mM, pH 7,4) se prepararon dos 
disoluciones en agua Milli-Q®, NaH2PO4 (50 mM) y Na2HPO4 (50 mM) y se siguió el 
mismo procedimiento descrito previamente.  
Para la elaboración del tampón de lavado (pH 6), utilizado para el aislamiento del 
enzima COX-1 a partir de plaquetas de sangre humana, se procedió a preparar una 
disolución conteniendo NaCl 120 mM, KCl 5 mM, Na3C6H5O7 12 mM, glucosa 10 mM 
y sacarosa 12,5 mM, diluidos en agua Milli-Q®. Posteriormente se ajustó la disolución 
preparada a pH 6.  
4.5.3. Aislamiento de la enzima COX-1  
Las unidades de buffy coat se diluyeron inicialmente en relación 1:1 en el tampón 
de lavado previamente preparado. Se llevó a cabo una primera centrifugación a 400 xg 
durante 8 minutos a 25 ºC en una centrífuga Omnifuge 2.0 RS Heraeus Sepatech para 
obtener el plasma rico en plaquetas. 
Posteriormente, se llevó a cabo una nueva centrifugación del plasma rico en 
plaquetas a 890 xg durante 20 minutos a 4 ºC en una centrífuga Beckman Avanti J-26, 
rotor JA-20, tras la cual, se desechó el sobrenadante y se resuspendió el precipitado en 
tampón de lavado en un volumen similar al recuperado previamente, centrifugando 
nuevamente a 890 xg durante 20 minutos a 4 ºC utilizando la misma centrífuga. 
Tras desechar nuevamente el sobrenadante, se resuspendió el precipitado en tampón 
fosfato (10 mM, pH 7,4). Las membranas celulares de las plaquetas se rompieron para 
liberar la COX-1 mediante el empleo de ultrasonidos, manteniendo la suspensión de 
plaquetas en baño de hielo, utilizando el sonicador Digital Sonifier 250 Branson, al 40% 
de amplitud de salida, durante 6 ciclos de 10 segundos, espaciando cada uno de los 
ciclos 50 segundos.  
La suspensión obtenida se centrifugó, a 890 xg durante 20 minutos a 4 ºC, en una 
centrífuga Beckman Avanti J-26, rotor JA-20, recuperando posteriormente el 
sobrenadante que se centrifugó, a 10.000 xg durante 10 minutos, en una centrífuga 
Optima L-100 XP, rotor 70 Ti Beckman Couter. 
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Posteriormente, tras recuperar nuevamente el sobrenadante, se pasó a centrifugar a 
100.000 xg durante 60 minutos a 4 ºC en una centrífuga Optima L-100 XP, rotor 70 Ti 
Beckman Couter. 
Una vez terminada la centrifugación, y tras descartar el sobrenadante, el precipitado 
se resuspendió en 1 mL de tampón fosfato (50 mM, pH 7,4). 
Finalmente se llevó a cabo la cuantificación de proteínas totales mediante el método 
de Bradford. La disolución de COX-1 se conservó a -80 ºC hasta su utilización400.  
4.5.4. Determinación de la inhibición de la COX-1 
Los potenciales efectos de los derivados de cumarina sobre la actividad de las 
isoformas de la COX (COX-1 y COX-2), se determinaron siguiendo un método 
cromogénico basado en la oxidación de TMPD  durante la reducción de PGG2 a 
PGH2517. 
La formación de N,N,N’,N’-tetrametil-1,4-fenilendiimino a partir de TMPD y ácido 
araquidónico, catalizado por las isoformas de la COX en presencia de hematina, pudo 
ser detectado espectrofotométricamente a λ 570 nm (Figura 59). 
 
 
Figura 59. Esquema de la reacción catalizada por las isoformas de la COX 
 
Una disolución de 100 μL de tampón Tris-HCl (100 mM, pH 8) conteniendo 
hematina (0,1 mM) y TMPD (2 mM), diferentes concentraciones de los compuestos a 
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estudiar y COX-1 ó COX-2 (cantidades apropiadas para obtener bajo nuestras 
condiciones experimentales el mismo incremento de absorbancia del control: 0.08 
U/min), se incubó a 37 ºC durante 3 min en placas de 96 pocillos transparentes y de 
fondo plano MicrotestTM 96 well assay plate, (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, 
EE.UU.). Después del periodo de incubación, se comenzó la reacción al adicionar ácido 
araquidónico (300 μM). 
La producción de N,N,N’,N’-tetrametil-1,4-fenilenediimino fue cuantificada a 37 
ºC en un lector de absorbancia (Fluo-star Optima, BMG LABTECH, Offenburg, 
Alemania) determinando la absorbancia generada (λ 570 nm) durante 30 segundos, un 
periodo en el cual el incremento de absorbancia fue lineal desde el principio. 
La disolución en ausencia de compuesto a estudiar o los fármacos de referencia 
permitió determinar el 100% de la actividad enzimática (control). 
La absorbancia específica (utilizada para obtener los resultados finales) se calculó 
después de sustraer la absorbancia de fondo, determinada utilizando únicamente la 
absorbancia de los compuestos a estudiar en tampón Tris-HCl. 
Además se determinó la posible capacidad de que los compuestos modificaran la 
absorbancia mediante una reacción enzimática con TMPD. 
4.5.5. Expresión de los resultados 
La inhibición de la actividad enzimática se expresó como % de la actividad del 
control. Para aquellos compuestos que presentaron mayor actividad se calculó la CI50. 
Los correspondiente valores de las CI50 para cada compuesto fueron calculados, 
utilizando el programa informático OriginTM 5.0, a partir de las ecuaciones de las rectas 
obtenidas por regresión lineal (métodos de mínimos cuadrados) de los puntos 
resultantes al representar el log de la concentración molar del compuesto estudiado (eje 
de abscisas) frente al porcentaje de inhibición de la actividad de la COX control 
obtenido con las correspondientes concentraciones de cada compuesto (eje de 
ordenadas). Esta regresión lineal se realizó utilizando los datos obtenidos con 4-6 
concentraciones de cada compuesto evaluado, capaces de inhibir la actividad control 
entre el 20% y el 80%. En los casos en los cuales los compuestos no alcanzaron un 
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porcentaje de inhibición superior al 50-60%, los datos se expresaron como % de 
inhibición enzimática a concentración 100 µM. 
Los resultados mostrados en el texto y en las tablas están expresados como la media 
± error estándar de la media (e.e.m.) de, al menos, n=3 experimentos.  
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4.6. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD SECUESTRADORA DE RADICALES LIBRES (DPPH•) 
4.6.1. Fármacos, reactivos y otros compuestos químicos 
Los fármacos y compuestos químicos utilizados en los experimentos fueron el 
DMSO, el etanol, el radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH•), el ácido 
ascórbico (vitamina C) y algunos de los derivados de cumarina seleccionados en las 
distintas series estudiadas. Para llevar a cabo la selección se tuvo en cuenta la presencia 
de grupos hidroxilo o heteroarilo en la estructura. 
4.6.2. Preparación de las diluciones de los compuestos y fármacos 
Los compuestos a estudiar se disolvieron en DMSO para preparar disoluciones 
stock de concentración 10 mM que se mantuvieron a -20 ºC para su conservación. El 
ácido ascórbico, utilizado como fármaco de referencia, fue disuelto en etanol para 
obtener una disolución stock (10 mM), que fue preparada cada día de realización de los 
experimentos. 
A partir de estas disoluciones stock se realizaron las adecuadas diluciones, 
empleando también como disolvente DMSO o etanol según el caso, preparándolas en el 
mismo día de realización del experimento.  
El radical libre DPPH• se preparó a concentración 50 M en etanol. 
4.6.3. Determinación de la actividad secuestradora de radicales libres 
Para determinar la capacidad de los compuestos estudiados de neutralizar radicales 
libres se siguió un método espectrofotométrico basado en la decoloración del radical 
DPPH•.  
Debido a la fotosensibilidad del radical libre DPPH• y de algunos de los compuestos 
a estudiar, los experimentos fueron realizados evitando la exposición directa a la luz. 
El DPPH• es un radical libre estable que presenta una intensa coloración violeta y 
que absorbe radiación a  515 nm, de forma que una disminución de la absorbancia se 
traduce en una disminución de la concentración del mismo, debido a la cesión de 
átomos de hidrógeno por la especie antioxidante (Figura 60). 





Figura 60. Reacción química entre el radical DPPH· y la especie antioxidante 
Se añadieron 2 µL de las disoluciones en DMSO, de distinta concentración, de los 
derivados de cumarina sobre 98 µL de etanol. Posteriormente, en oscuridad, se 
añadieron 100 µL de una solución de DPPH• a concentración de 50µM. La mezcla se 
agitó y se incubó a temperatura ambiente durante 30 min en placas de 96 pocillos 
transparentes y de fondo plano MicrotestTM 96 well assay plate, (BD Biosciences, 
Franklin Lakes, NJ, EE.UU.). Transcurrido ese tiempo se determinó la absorbancia de la 
mezcla a  517 nm en un lector de placa (Fluo-star Optima, BMG LABTECH). Se 
determinó además la absorbancia del radical libre DPPH• en ausencia de los derivados 
de cumarina o la vitamina C401. 
En los experimentos control, la disolución del compuesto fue sustituida por una 
dilución adecuada del vehículo empleado (DMSO) y se observó que este no presentaba 
un efecto significativo. 
4.6.4. Expresión de los resultados y representación gráfica 
La actividad secuestradora de radicales libres se calculó utilizando la siguiente 
fórmula: 
% actividad secuestradora  = [(DPPH• – muestra) / DPPH•] x100. 
En los gráficos de barras se representan los nuevos compuestos estudiados y la 
vitamina C en el eje de abscisas y su porcentaje de captación de radicales libres a 
concentración 100 µM en el eje de ordenadas. Para las representaciones gráficas se 
utilizó el programa Graphpad Prism® (v 6.0) (San Diego, USA). 
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Para los derivados de cumarina con mayor actividad secuestradora de radicales 
libres, se calculó también su CE50 es decir, la concentración de cada compuesto 
necesaria para neutralizar el 50% de los radicales de DPPH•. Los correspondientes 
valores de las CE50 para cada compuesto fueron calculados, utilizando el programa 
informático OriginTM 5.0, a partir de las ecuaciones de las rectas obtenidas por regresión 
lineal (métodos de mínimos cuadrados) de los puntos resultantes al representar el log de 
la concentración molar del compuesto estudiado (eje de abscisas) frente al porcentaje de 
actividad secuestradora de radicales libres control obtenido con las correspondientes 
concentraciones de cada compuesto (eje de ordenadas). Esta regresión lineal se realizó 
utilizando los datos obtenidos con 4-6 concentraciones de cada compuesto evaluado, 
capaces de neutralizar entre el 20% y el 80% de los radicales de DPPH•.  
Los resultados mostrados en el texto y en las tablas están expresados como la 
media±error estándar de la media (e.e.m.) de 3 experimentos.  
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4.7. CULTIVOS CELULARES 
4.7.1. Cultivo primario de neuronas de corteza motora 
Para la obtención de los cultivos se emplearon fetos de 19 días de gestación de ratas 
albinas (Rattus norvegicus) de la cepa Wistar-Kyoto, suministradas por la empresa 
Criffa S.A. (Barcelona, España) que se crían y mantienen en el Animalario del 
Departamento de Farmacología de la Facultad de Farmacia de la USC, REGA núm. 
ES150780263501.  
Estos animales se disponen de forma individual en jaulas 215x465x145 mm 
(Panlab) con lechos de viruta de álamo (Lignocel®, J. Rettenmaier & Söhne) en una 
habitación perfectamente limpia, iluminada desde las 08:00 hasta las 20:00 h (ciclo de 
12 h de luz: 12 h de oscuridad), termostatizada a 22-24 ºC y con control de la humedad 
ambiental (45-65%). Los animales tuvieron libre acceso a los gránulos de pienso 
(SAFE: Scientific Animal Food & Engineering) y al agua de bebida. 
El protocolo experimental, asociado al procedimiento informado con Núm. Registro 
Entrada 15007DE/12/INVMED02/NERV02/B/MCT3 (Xunta de Galicia), ha sido 
aprobado por el comité de bioética de la USC. El sacrificio de los animales ha sido 
llevado a cabo de acuerdo con la Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del 
Consejo, de 22 de septiembre de 2010, relativa a la protección de los animales 
utilizados para fines científicos; y el Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que 
se establecen las normas básicas aplicables para la protección de los animales utilizados 
en experimentación y otros fines científicos, incluyendo la docencia y la Guía para el 
cuidado y uso de los animales de laboratorio elaborado por AAALAC International 
(Association for Assesment and Accreditation of  Laboratory  Animal Care 
International, Asociación internacional para la evaluación y acreditación de cuidado de 
animales de laboratorio). 
Una vez sacrificada la madre mediante la inhalación de dióxido de carbono (CO2) 
suministrado durante un período de 2-3 minutos, los fetos se obtuvieron por cesárea, 
para diseccionar cuidadosamente sus cerebros. Una vez retiradas las meninges, se 
extrajo la corteza motora. Tras la digestión mecánica del tejido, las células se 
suspendieron en medio Neurobasal suplementado con B-27 (50X; 2%), L-glutamina 0,5 
mM y con la combinación de penicilina G y estreptomicina sulfato (1%)  
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(Gibco/Invitrogen S.A.). Las células se sembraron a una densidad de 2 x 105 cél/mL en 
placas de 96 pocillos estériles (MicrotestTM 96 well assay plate, BD Biosciences), 
previamente tratadas con poli-D-lisina (Gibco/Invitrogen S.A) para favorecer su 
adhesión. Las placas de 96 pocillos, tratadas con poli-D-lisina se incubaron a 37 ºC 
durante dos horas y posteriormente se lavaron 3 veces con PBS (NaCl 140 mM; 
KH2PO4 2 mM; Na2HPO4 10 mM; KCl 2,7 mM) antes de su utilización. 
Durante la fase de crecimiento, las células se mantuvieron en un incubador (Forma 
Direct Heat CO2, Thermo Electron Corporation) en condiciones de humedad saturada 
con una presión parcial de CO2 del 5% y a 37 ºC, durante 7 días hasta que al 
microscopio se pudo observar una densa red neuronal231 (Figura 61).  
 
Figura 61. Cultivo primario de neuronas de corteza motora (microscopio CKX31 Olympus, 40X) 
 
4.7.2. Cultivo de células SH-SY5Y  
La línea celular SH-SY5Y (ATCC® CRL-2266™, American Type Culture 
Collection, Virginia, US) deriva de neuroblastoma humano y representa un buen 
modelo de neuronas inmaduras humanas, capaces de diferenciación celular402. 
El medio de cultivo para las células SH-SY5Y fue una mezcla a partes iguales de 
Nutrient Mixture F-12 Ham (Ham’s F12) y Minimum Essential Medium Eagle (EMEM) 
(Sigma-Aldrich S.A.), suplementado con FBS (15%), L-Glutamina (1%), aminoácidos 
no esenciales (1%) y la combinación de penicilina G y estreptomicina sulfato (1%) 
(Gibco/Invitrogen S.A.). 
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Las células se cultivaron en flask de 75 cm2 en un incubador (Forma Direct Heat 
CO2, Thermo Electron Corporation) en condiciones de humedad saturada con una 
presión parcial de CO2 del 5% y a 37 ºC, hasta alcanzar la confluencia (90-95%) de la 
superficie del flask (Figura 62).   
 
Figura 62. Cultivo de células SH-SY5Y (Confocal Laser Scanning Microscopy (Leica SP5). 
Posteriormente, se realizaron subcultivos a una superficie 3 veces mayor. Para ello, 
se aspiró el medio de cultivo y se trataron las células con una solución de tripsina-
EDTA 0,05%) (Sigma-Aldrich S.A.) durante 5 min a 37 ºC. Tras comprobar la 
proteólisis de la matriz extracelular, la suspensión resultante se diluyó 1:1 en medio de 
cultivo y se centrifugó a 100 xg durante 5 min a 20-22 ºC. El pellet obtenido se 
resuspendió en el medio de cultivo completo y se sembró en nuevos flask de 75 cm2. 
Para la realización de los experimentos, las células se sembraron en placas estériles 
de 96 pocillos (MicrotestTM 96 well assay plate, BD Biosciences.) a una densidad 
celular de 1x105 cél/mL y crecieron, distribuidas en alícuotas de 100 µL, durante 24 h 
en las mismas condiciones anteriormente descritas. 
4.7.3. Determinación de la viabilidad celular 
Se evaluó, en primer lugar, la actividad neurotóxica de los nuevos derivados de 
cumarina sobre células SH-SY5Y y neuronas de cultivo primario de corteza motora 
cultivadas como se describió previamente. 
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Los cultivos se trataron con los compuestos objeto de estudio disueltos en DMSO a 
distintas concentraciones (concentración final de DMSO 1%). Una vez tratadas las 
células, se incubaron durante 24 h.  
Además, los análogos híbridos cumarina-curcumina H1i2, H1K5, H1J4 fueron 
formulados en nanopartículas biodegradables por el grupo del Dr. Francisco Otero del 
Departamento de Farmacología, Farmacia y Tecnología Farmacéutica de la Facultad de 
Farmacia de la USC. Para su evaluación, se prepararon las correspondientes diluciones 
en medio de cultivo y, una vez tratadas las células, se realizó la incubación durante 72h, 
tiempo necesario para la liberación de las moléculas.  
La actividad neuroprotectora de los nuevos derivados de cumarina, se evaluó tanto 
sobre neuronas de cultivo primario como en las células de línea SH-SY5Y. Los cultivos 
se trataron con los compuestos objeto de estudio disueltos en DMSO a distintas 
concentraciones (concentración final de DMSO 1%) y, a continuación, con peróxido de 
hidrógeno (H2O2) (100 µM) (utilizado como agente neurotóxico), incubándose durante 
24 h. 
Transcurrido el periodo de incubación, se determinó la viabilidad de las células para 
estudiar el posible efecto neurotóxico o neuroprotector frente a un agente pro-oxidante 
(H2O2), utilizando el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) 
(Sigma-Aldrich S.A.). El MTT es reducido a formazán por las mitocondrias de las 
células viables403 (Figura 63)  
 
 
Figura 63. Reacción de reducción de MTT a formazán 
Se añadieron 10 µL de MTT (5 mg/mL en tampón Hanks) a cada pocillo 
conteniendo 100 µL de medio. Tras incubar dos horas a 37 ºC, se retiró el medio y los 
cristales de formazán formados se resuspendieron en 100 µL/pocillo de DMSO. La 
producción de formazán por las células viables fue cuantificada a 37 ºC en un lector de 
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absorbancia (Fluo-star Optima, BMG LABTECH) determinando la absorbancia 
generada ( 570 nm). 
4.7.4. Expresión de los resultados, representación gráfica y análisis estadístico 
Los resultados se expresan como el porcentaje de viabilidad de los cultivos 
neuronales o cultivos de células SH-SY5Y tratados con los compuestos objeto de 
estudio respecto a aquellos utilizados como control. 
El porcentaje de viabilidad celular se obtiene utilizando la siguiente fórmula: 
% viabilidad = células tratadas/control  x 100 
Las células tratadas con DMSO (1%), vehículo en el que se han disuelto los 
derivados de cumarina, fueron usadas como control. 
El porcentaje de viabilidad representa la media ± error estándar de la media (e.e.m.) 
de al menos 5 experimentos. Para las representaciones gráficas y el análisis estadístico 
se utilizó el programa Graphpad Prism® (v 6.0) (San Diego, USA). 
En los gráficos de barras se representan los distintos compuestos estudiados en el 
eje de abscisas y la viabilidad celular correspondiente a su concentración a 10 µM en el 
eje de ordenadas. Cada ensayo fue realizado por triplicado y el número mínimo de 
experimentos fue de 5 (n=5). Los análogos híbridos cumarina-curcumina formulados 
como nanopartículas biodegradables se estudiaron a concentraciones de 1 µM, 100 nM 
y 10 nM. 
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4.8. DETERMINACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE ERO 
4.8.1. Fármacos, reactivos y otros compuestos químicos  
Se seleccionaron los derivados de cumarina SMA1, JLG5b, MJM471 y CUM71. 
Estos compuestos han mostrado un efecto neuroprotector frente a H2O2 y actividad 
inhibidora de MAO, BACE1 o COX. El plumbagin (Sigma-Aldrich S.A.) fue utilizado 
como fármaco de referencia. Para la realización de los experimentos se utilizó la sonda 
diacetato de 5(6)-carboxi-2,7-diclorofluoresceína (cDCFDA) (Fluka Analytical S.A.). 
4.8.2. Preparación de las diluciones de los compuestos y fármacos 
Inicialmente, se preparó una disolución stock de la sonda c-DCFDA en DMSO 
(concentración 5 mM) que se diluyó 1:10 en medio Hank’s.  
A partir de las disoluciones stock de los derivados de cumarina se prepararon 
diluciones de concentración 1 mM en DMSO. El inhibidor de referencia plumbagin, con 
capacidad para inhibir la producción de ERO vía NADPH oxidasas, se disolvió en 
DMSO para obtener una disolución de concentración 1 mM. El H2O2 utilizado como 
agente pro-oxidante se preparó a concentración de 10 mM. 
4.8.3. Medición de ERO intracelular 
Las células SH-SY5Y cultivadas en placas negras de 96 pocillos de fondo 
transparente y plano (Corning® 96 Well Black Polystyrene Microplate, Costar) como se 
indicó previamente, se trataron con los compuestos objeto de estudio o plumbagin 
(concentración 10 µM, concentración final de DMSO 1%) durante 24 h en condiciones 
estándar (37 °C, 5% CO2).  
Transcurridas las 24 h, se retiró el medio y las células se lavaron con PBS. Se 
añadieron 100 μL de medio con la sonda cDCFDA (5 µM) y se incubaron nuevamente 
las células durante 30 min en condiciones estándar (37 °C, 5% CO2). 
Transcurrido este tiempo, se retiró el medio que contenía la sonda y las células se 
lavaron con PBS. Se añadieron 100 μL de Hank’s en cada pocillo y las células se 
trataron nuevamente con los derivados de cumarina seleccionados o plumbagin 
(concentración 10 µM). A continuación, se añadió H2O2 como agente pro-oxidante e, 
inmediatamente después, se determinó el incremento de fluorescencia producido 
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durante un período de 2 h en intervalos de 5 min (λexcitación 485 nm, λemisión 520 nm) a 37 
°C en un lector de fluorescencia de placa (Fluo-star OptimaTM, BMG LABTECH)404. 
4.8.4. Expresión de los resultados, representación gráfica y análisis estadístico 
Las ERO se determinaron calculando el área bajo la curva (ABC) obtenida al 
representar la fluorescencia generada (eje Y) frente al tiempo (eje X) para los distintos 
tratamientos. Cada experimento fue realizado por duplicado. 
En el gráfico de barras se representaron en el eje de abscisas los distintos grupos de 
tratamiento y en el eje de ordenadas el porcentaje del ABC para cada uno de los grupos 
frente al ABC correspondiente al control (100%). 
Los resultados representan la media ± error estándar de la media (e.e.m.) de al 
menos 3 experimentos. Las diferencias estadísticamente significativas se calcularon 
utilizando el test de Dunnett’s. Para las representaciones gráficas y el análisis estadístico 
se utilizó el programa Graphpad Prism® (v 6.0) (San Diego, USA). 
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4.9. AMPLIFICACIÓN POR RETROTRANSCRIPCIÓN-REACCIÓN EN CADENA DE LA 
POLIMERASA 
4.9.1. Fármacos, reactivos, otros compuestos químicos e iniciadores 
Los fármacos, reactivos y otros compuestos químicos utilizados en los 
experimentos fueron el DMSO, el cloroformo (CHCl3), el isopropanol, el 
dietilpirocarbonato (DEPC), el etanol, la PowerUp™ SYBR® Green Master Mix 
(adquiridos en Sigma-Aldrich S.A.), el NZYol, el random hexamer mix (RHM), los 
dNTPs (deoxinucleósidos trifosfatos, mezcla de dATP, dCTP, dGTP y dTTP), el 
inhibidor de ribonucleasa (NZY Ribonuclease Inhibitor) y la transcriptasa reversa (NZY 
M_MuLV Reverse Transcriptase) (adquiridos en NZYTech), los iniciadores (sentido y 
anti-sentido) previamente diseñados de Casp3, Nrf2, TNF-α y NF-κB (adquiridos en 
Invitrogen, Thermo Fisher). Las secuencias de los oligonucleótidos utilizados se 
recogen en la Tabla 15. Los derivados de cumarina seleccionados fueron los 
compuestos SMA1 y JLG5b. Como ya se señaló previamente, estos dos derivados 
híbridos resveratrol-cumarina han mostrado un efecto neuroprotector frente a H2O2 
tanto en neuronas como en células SH-SY5Y, capacidad de neutralizar especies 
reactivas de oxígeno y actividad inhibidora de MAO o COX. 







SENTIDO: 5’→3’ (F) Y ANTI-SENTIDO: 3’→5’ (R) 
-ACTINA 60,5 
F: GGA CTT CGA GCA AGAGAT GG 
R: AGC ACT GTG TTG GCG TAC AG 
CAPS3 57,4 
F: TTT TTC AGA GGG GAT CGT TG 
R: CGG CCT CCA CTG GTA TTT TA 
NF-B 58,4 
F: CCT GGA TGA CTC TTG GGA AA 
R: TCA GCC AGC TGT TTC ATG TC 
NRF2 59,4 
F: GCG ACG GAA AGA GTA TGA GC 
R:GTT GGC AGA TCC ACT GGT TT 
TNF- 62,5 
F: CAG AGG GCC TGT ACC TCA TC 
R:GGA AGA CCC CTC CCA GAT AG 
Todo el material que se utilizó fue certificado libre de ARNasas y ADNasas, pues 
es el más adecuado para manejar las muestras de ARN.  
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4.9.2. Preparación de los reactivos de PCR 
El agua DEPC se preparó diluyendo 1 mL de DEPC en 1L de agua Milli-Q® estéril, 
(concentración final 0,1%). Tras una noche en agitación, se introdujeron dos veces en el 
autoclave (120 ºC, 20-30 min) para eliminar el DEPC restante, pues produce 
modificaciones químicas que degradan el RNA pero se elimina con facilidad en las 
condiciones de autoclave. 
La mezcla aleatoria de hexámero (RHM) se preparó a partir de una solución stock 
de 50 ng/µL, ajustando la concentración a 1,6 ng/µL utilizando agua DEPC. 
La mezcla de los dNTPs de concentración 10 mM se preparó en agua DEPC a partir 
de las correspondientes disoluciones de dATP, dGTP, dCTP y dTTP (100 mM).  
Los iniciadores utilizados se ajustaron a una concentración stock de 100 µM en 
agua Milli-Q® estéril, siendo la concentración final del experimento de 300 nM. 
4.9.3. Extracción de ARN, transformación a ADNc y RT-qPCR 
Las células de línea SH-SY5Y se sembraron en placas de 6 pocillos, a una densidad 
de 1 x 105 cél/mL y se dejaron crecer, en un incubador (Forma Direct Heat CO2, 
Thermo Electron Corporation), hasta cubrir aproximadamente el 80% de la superficie 
del pocillo. Las células se trataron entonces con los compuestos objeto de estudio a una 
concentración final de 10 M y con H2O2 (100 M) o con ambos y se incubaron 
durante 24 h. 
Para la extracción del ARN, se retiró, en primer lugar, el medio de cultivo y las 
células se lavaron con PBS frío. Se colocaron las placas sobre hielo y se añadió el 
reactivo NZYol (600 L/pocillo) para la extracción de ARN, lisando las células 
mediante el rascado de los pocillos y pipeteo repetido. 
Cada muestra homogeneizada se trasvasó a un vial y se incubó durante 5 minutos a 
temperatura ambiente para la completa disociación del complejo núcleo-proteico. 
Posteriormente, se añadieron 120 μL de CHCl3 a cada vial (200 μL/1000 μL de NZYol). 
Estos se agitaron por inversión durante 15 segundos y se mantuvieron posteriormente 3 
minutos a temperatura ambiente (20-22 ºC). 
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Las soluciones obtenidas se centrifugaron a 15.700 xg, 15 minutos, a 4 ºC, en una 
centrífuga Eppendorf 5415 R previamente pre-enfriada, observándose tras la 
centrifugación, tres fases claramente diferenciadas.  
 
 
Fase superior: Ácidos nucleicos (ARN) 
Fase intermedia: Proteínas y ADN 
Fase inferior: NZYol + cloroformo 
 
Se recuperó la fase superior y se diluyó con 300 μL de isopropanol (500 μL de 
isopropanol/1000 μL de NZYol utilizado inicialmente para la extracción). Las 
soluciones obtenidas se agitaron por inversión durante 15 segundos y posteriormente se 
incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos. Por último, se centrifugaron 
nuevamente en las condiciones previamente descritas. 
Tras la centrifugación se retió el sobrenadante por volcado, resuspendiéndose el 
pellet en 600 µL de etanol 75% (en H2O DEPC).  
Las muestras se centrifugaron nuevamente, bajo las mismas condiciones durante 10 
minutos. Se retiró el etanol y se dejaron secar al aire durante 10 minutos. A 
continuación, el pellet se resuspendió en 12 μL de H2O DEPC y se calentó a 60 ºC 
durante 10 minutos para, posteriormente, medir la concentración y pureza de las 
muestras (relación de absorbancias a  260/280 y  260/230 nm), con el programa 
NanoDrop en el espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Estas muestras 
se conservaron a -80 ºC hasta su utilización. 
Una vez cuantificado el ARN de las muestras, se llevó a cabo la transformación de 
ARN a ADNc. Para ello, se ajustó la cantidad de ARN en cada muestra a 1,5 μg y se 
trataron con 1 μL del RHM (1,6 ng/μL) y 1 μL de una mezcla de dATP, dCTP, dGTP, 
dTTP (mezcla de dNTPs) a concentración final de 0,5 mM completando con agua 
DEPC hasta un volumen final de 16 μL. Se utilizó un programa estandarizado en el 
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termociclador SureCycler8800 (Agilent Technologies®) manteniendo las muestras a 
65ºC durante 5 minutos.  
Posteriormente se añadió 1 μL de inhibidor de ribonucleasa (NZY Ribonuclease 
Inhibitor), 1 μL de la transcriptasa reversa (NZY M_MuLV Reverse Transcriptase) y 2 
μL del tampón de reacción (10X, 500 mM Tris-HCl, 750 mM KCl, 30 mM MgCl2, 100 
mM DTT, pH 8,3). Nuevamente en el termociclador, se llevó a cabo un proceso en tres 
fases: primero se incubaron 10 minutos a 25 º C, posteriormente 50 minutos a 37 ºC y 
por último 15 minutos a 70 ºC. Las muestras de ADNc obtenidas se conservaron a -20 
ºC hasta su empleo. 
La q-PCR se llevó a cabo en placas de 96 pocillos (4titude) utilizando el SYBR 
Green Master Mix, los iniciadores previamente seleccionados y diseñados y el ADNc 
obtenido a partir del ARN extraído de los cultivos celulares.La Master Mix conteniendo 
cada uno de los iniciadores, se preparó en hielo, protegida de la luz, utilizando 10 μL de 
2X SYBR Green (concentración final 1X), 1,2 μL de la mezcla de los iniciadores 
sentido y anti-sentido a concentración final 300 nM y se completó con agua hasta un 
volumen final de 18 μL. 
En cada pocillo, se añadieron 2 μL del ADNc y 18 μL de la Master Mix 
correspondiente, preparada como se indicó anteriormente. Las placas se sellaron con un 
papel (4titude) utilizando una selladora de placas (HT121TS, Rainin). El contenido de 
cada pocillo se homogeneizó utilizando un spin de placa y se inició la RT q-PCR 
(Figura 64) con el Mastercycler® ep realplex (Eppendorf) utilizando el programa 
realplex405. La secuencia utilizada fue la siguiente: 
 
 
Figura 64. Esquema de RT q-PCR 
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4.9.4. Expresión de los resultados, representación gráfica y análisis estadístico 
Salvo indicación contraria, los resultados mostrados en el texto y en las tablas están 
expresados como la media ± error estándar de la media (e.e.m.) de, al menos, 3 
experimentos.  
El análisis cuantitativo de la expresión génica se llevó a cabo en base al valor de 
ciclo umbral (CT). Este valor se obtiene al analizar la curva de amplificación de la PCR 
donde se representa la fluorescencia obtenida en cada ciclo de PCR y se define como el 
ciclo en el cual la intensidad de la emisión del marcador fluorescente se eleva por 
encima del ruido de fondo en la fase exponencial de la reacción de la PCR. 
Para determinar los cambios en la expresión génica inducidos por H2O2, se empleó 
el método de la expresión relativa 2-CT 
CT = CT gen diana – CT gen referencia 
CT = CT muestra tratada con H2O2 – CT muestra sin tratar con H2O2. 
Como gen de referencia se empleó β-actina ya que su expresión no se vio 
modificada tras la exposición a H2O2. 
Los datos se expresaron como nivel de cambio respecto al correspondiente control. 
Para las representaciones gráficas y el análisis estadístico se utilizó el programa 
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4.10. CÁLCULO TEÓRICO DE PROPIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS Y PASO A TRAVÉS DE 
BHE 
Para la predicción teórica de paso a través de membranas biológicas se utilizaron 
los programas informáticos ChemDraw (PerkinElmer), para representar las estructuras, 
y MolInspiration (http://www.molinspiration.com/), utilizando la opción “Calculation 
of Molecular Properties and Prediction of Bioactivity” para obtener una evaluación 
teórica de sus propiedades fisicoquímicas. 
Este programa permite calcular parámetros como la lipofilia (expresada como Log 
P), el peso molecular (PM), el área de superficie polar topológica (TPSA), el número de 
dadores de enlaces de hidrógeno (nOHNH), el número de aceptores de hidrógeno (nOH) 
y el volumen molecular. 
Desde hace años, se trabaja con la denominada regla de los 5 o regla de Lipinski en 
la que se recogen una serie de propiedades comunes a todas aquellas moléculas que 
presentan buenas propiedades de solubilidad y permeabilidad406,407: 
 Peso molecular. En general se recomienda que las moléculas posean un peso 
molecular inferior a 500 Da para que presenten buenas propiedades moleculares 
para su absorción.  
 La lipofilia de las moléculas es un descriptor fisicoquímico de gran importancia, ya 
que es una medida de la tendencia relativa que tiene un soluto para preferir un 
entorno no acuoso frente a uno acuoso y nos permite predecir la mayor o menor 
facilidad que puede tener para atravesar membranas celulares. Es una característica 
decisiva para que un fármaco se absorba, distribuya y elimine. También es decisiva 
para la unión con su diana farmacológica, ya que los enlaces hidrofóbicos que se 
producen tras la desolvatación de ambas entidades constituyen la primera 
interacción fármaco-receptor antes de establecerse otras interacciones polares. Se 
define logP como el coeficiente de reparto de una especie única entre dos fases en 
equilibrio, una oleosa y acuosa. La recomendación es que el log P sea inferior a 5.  
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 Dadores de enlaces de hidrógeno. Se considera como tal cualquier heteroátomo 
con al menos un hidrógeno unido. Se recomienda que la molécula no tenga más de 
5 donadores de enlaces de H. 
 Aceptores de enlaces de hidrógeno. Se considera como tal cualquier heteroátomo 
sin una carga positiva formal, excluyendo halógenos, grupos pirrol, nitrógeno, 
oxígeno y azufre heteroaromáticos, y estados de oxidación más altos de nitrógeno, 
fósforo, y azufre, pero incluyendo los oxígenos unidos a ellos. Se recomienda que 
la molécula no tenga más de 10 aceptores de enlaces de hidrógeno. 
Adicionalmente, se usó el programa de predicción CBLigand-BBB. Este predictor 
se construyó aplicando la máquina de vectores de soporte y los algoritmos LICABEPS 
en 4 tipos de huellas dactilares de 1593 compuestos. El programa proporciona una 
puntuación predictoria mayor que 0 si el compuesto analizado puede atravesar la BHE. 
Sin embargo, no podemos olvidar que todos los resultados obtenidos a través de los 
programas MolInspiration y CBLigand-BBB no dejan de ser resultados teóricos, que 
nos permiten una aproximación a lo que puede ocurrir en la realidad, pero nunca serán 
definitivos para conocer la capacidad de paso a través de membranas biológicas de las 
nuevas estructuras a analizar. 
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4.11. ESTUDIO IN VITRO DE LA CAPACIDAD DE PASO A TRAVÉS DE LA BHE 
4.11.1. Fármacos, reactivos y compuestos químicos 
Los fármacos y compuestos químicos utilizados en los experimentos fueron 
hidrocortisona, desipramina, promazina, aldosterona, cafeína, ofloxacino, 
corticosterona, imipramina, testosterona, verapamilo, piroxicam (adquiridos en Sigma-
Aldrich, Acros y Fluka, España) utilizados como fármacos de referencia y el extracto 
lipídico de cerebro porcino (PBL), empleado para simular la barrera biológica, que es 
comercializado por la casa Avanti Polar Lipids. Los compuestos objeto de estudio 
fueron, en este caso, CUM11, CUM21, CUM21C, CUM41, CUM71, CUM81, 
CUM91, MJM223, MJM229, MJM247, MJM252, MJM257, MJM258, ya descritos. 
4.11.2. Determinación de paso a través de BHE 
Para predecir la capacidad de paso a través de BHE, se utilizó la metodología de 
membranas artificiales paralelas (PAMPA: Parallel Artificial Membrane Permeation 
Assay), un método de alta eficacia, rendimiento y reproducibilidad408 optimizado para 
moléculas con solubilidad acuosa limitada409. 
Para realizar los experimentos se utilizaron filtros Millex con una membrana de 
polifluoruro de vinilideno (PVDF), de 25 mm de diámetro y un tamaño de poro de 0,45 
μm (Millipore Ibérica S.A.), que fueron empleados para filtrar las muestras. También, 
se utilizó una microplaca donadora de 96 pocillos que contiene un filtro de PVDF con 
un tamaño de poro 0,45 μm y una  microplaca aceptora de 96 pocillos que tienen forma 
de lágrima (MultiScreen IP Sterite Plate). 
Los compuestos objeto de estudio se disolvieron en PBS/EtOH (70:30) a 
concentración final de 100 µg/mL y se filtraron a través de un filtro de membrana 
Millex. 
A cada pocillo de la placa aceptora se añadieron 200 µL de una disolución de 
PBS/EtOH (70:30). 
La placa donadora fue impregnada con 5 µL de una disolución de lípidos de cerebro 
porcino disueltos en dodecano (20 mg/mL). Transcurridos 5 minutos, se añadieron 200 
µL de la disolución de cada compuesto sobre esta placa. A continuación, la placa 
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donadora se puso sobre la aceptora formando una especie de “sándwich” y se dejaron en 
reposo durante 120 minutos a 25 ºC. 
Transcurrido este tiempo, se retiró cuidadosamente la placa donadora. La 
concentración de los compuestos objeto de estudio en los pocillos de la placa aceptora 
se determinó, previo paso de 130 µL de la disolución de la placa aceptora a una placa de 
96 pocillos transparente, utilizando un lector de absorbancia de UV.  
Cada muestra fue analizada a 5 longitudes de onda diferentes, previamente 
seleccionadas para cada compuesto, en 4 pocillos y en 3 experimentos independientes 
como mínimo. Con el fin de validar el método en cada experimento se utilizaron los 
fármacos de referencia indicados en el apartado 4.11.1 cuyo grado de penetración en el 
SNC es conocido. 
4.11.3. Expresión de los resultados 
La permeabilidad efectiva (Pe) de los compuestos fue calculada usando el programa 
PSR4p (pION Inc.). Los resultados se expresan como la media ± desviación estándar de 
al menos 3 experimentos independientes.  
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4.12. ESTUDIO IN VIVO 
4.12.1. Animales 
Para la realización de los experimentos in vivo se utilizaron ratones albinos machos 
Charles River “CD1-Swiss” con un peso de 25 ± 5 gramos. Los animales fueron 
suministrados por la Unidad de Producción Animal (Animalario Central) de la 
Universidade de Santiago de Compostela. El número mínimo de animales que se utilizó 
en cada experimento fue de 8 (n=8). 
Los experimentos se llevaron a cabo en las instalaciones del Departamento de 
Farmacología, Farmacia y Tecnología Farmacéutica, concretamente, en el laboratorio 
de Farmacología del sistema nervioso central, asociado al Animalario de la Facultad de 
Farmacia, REGA núm. ES150780263501. Los protocolos experimentales seguidos han 
sido aprobados por el comité de bioética de la USC y están asociados a los 
procedimientos informados con Núm. Registro Entrada 15007AE/09/INV MED 
02/NER 02/JAFG4, 15007AE/09/INV MED 02/NER 02/JAFG13 y 
15007AE/12/FUN01FARM03/MRLF1, Xunta de Galicia. 
Los ratones se estabularon en grupos de 4 o de 8 animales, en cajas de polipropileno 
con una superficie basal de 1000 cm2 (215x465x145 mm) sobre un suelo de virutas de 
madera de chopo Populus spp. (Salicaceae) de la marca Souralit 7/4 S. Los animales 
fueron alimentados con comida estándar, disponiendo de pellets comerciales de la 
marca SAFE (Scientific Animal Food Engineering; Augy, Francia), sin ningún tipo de 
restricción en el acceso a la comida y al agua, excepto durante la realización del 
experimento.  
En la realización de los ensayos de biodisponibilidad, los animales se mantuvieron 
en ayunas durante las 12 h previas a la realización de la administración y toma de 
muestras. Durante todo el procedimiento tienen disponibilidad de agua ad libitum. 
Previamente a la realización de los experimentos los animales se aclimataron, 
durante un mínimo de 72 horas, a las condiciones ambientales en una cámara silente, 
termostatizada (22 ± 1ºC), con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas (08:00 – 20:00) y 
con control de la humedad ambiental (45 – 65%).  
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Los experimentos se realizaron siempre a las mismas horas del día con el fin de 
evitar posibles modificaciones debidas a los ciclos circadianos. Los animales de 
experimentación se utilizaron una sola vez para evitar alteraciones en la respuesta por 
fenómenos de tolerancia o aprendizaje. 
La estabulación, manipulación y las distintas técnicas experimentales realizadas en 
este trabajo se realizaron de acuerdo con la Directiva 2010/63/UE del Parlamento 
Europeo y del Consejo, de 22 de septiembre de 2010, relativa a la protección de los 
animales utilizados para fines científicos, y el Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, 
por el que se establecen las normas básicas aplicables para la protección de los animales 
utilizados en experimentación y otros fines científicos, incluyendo la docencia y la Guía 
para el cuidado y uso de los animales de laboratorio elaborado por AAALAC 
International (Association for Assesment and Accreditation of  Laboratory  Animal Care 
International, Asociación internacional para la evaluación y acreditación de cuidado de 
animales de laboratorio). 
4.12.2. Estudios de comportamiento 
4.12.2.1. Fármacos, reactivos y otros compuestos químicos 
Los fármacos y reactivos utilizados en los experimentos fueron reserpina, levodopa 
(LD), hidrocloruro de R-(-)-deprenilo (selegilina), escopolamina, benserazida (B) y 
eserina, suministrados por Sigma-Aldrich S.A. La carboximetilcelulosa sódica 
(CMCNa), suministrada por Merck (Madrid, España) y la heparina sódica 5% (Rovi®). 
Las moléculas objeto de estudio fueron CUM21, MC151, MJM272, MJM470, 
MJM511, seleccionados a partir de los resultados obtenidos in vitro en relación con su 
actividad inhibitoria de MAO o colinesterasas. 
4.12.2.2. Preparación de compuestos y fármacos 
La carboximetilcelulosa sódica (CMCNa) se preparó en suspensión al 1% 
(peso/volumen) con agua Milli-Q® (Millipore Ibérica S.A., Madrid, España) en 
agitación constante durante un mínimo de 2 horas. 
La reserpina se preparó disolviendo 1,25 mg en un volumen total de 10 mL de agua 
conteniendo un 1% de ácido acético glacial. 
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La escopolamina se preparó disolviendo 1 mg de producto sólido en 10 mL de agua 
Milli-Q®. 
Tanto la LD (100 mg) como la B (25 mg) se suspendieron en 10 mL de CMCNa al 
1%. 
El R-(-)-deprenilo utilizado como fármaco de referencia en el modelo de EP se 
preparó disolviendo 10 mg del mismo en 10 mL de agua Milli-Q®, manteniéndolo en 
agitación durante 15 minutos. 
La eserina utilizada como fármaco de referencia en el modelo de la EA se preparó 
disolviendo 0,25 mg en un volumen de 10 mL de agua Milli-Q®. 
Las nuevas moléculas se suspendieron en CMCNa al 1% para preparar disoluciones 
de concentración 10 ó 1mg/mL, que se mantuvieron en agitación durante 24 horas.  
4.12.2.3. Equipos y dispositivos de medida 
La evaluación de la actividad locomotora en ratones modelo farmacológico de EP 
se realizó mediante el test de campo abierto (Open Field Test, OFT). La evaluación de 
la memoria en ratones modelo farmacológico de EA se realizó mediante el test de 
reconocimiento de objetos (Object Recognition Test, ORT).  
En ambos casos, se dispuso a los animales de cada ensayo en una caja cuadrada 
negra de tamaño 1x1x0,30 metros que, a su vez, estaba subdividida en 4 arenas 
independientes de dimensiones 0,50x0,50x0,30 metros en las que se colocaron cada uno 
de los ratones de forma independiente (Figura 65). 
La evaluación en el OFT y en el ORT se realizó desde una habitación adyacente a la 
de realización del experimento, utilizando para ello un sistema de videorregistro. El 
comportamiento de los animales se captó con una videocámara analógica (Sony DXC-
107A, Sony Corporation) suspendida en el techo. La cámara está conectada a un 
adaptador (Sony CMA D2) que envía la señal a un monitor (Sony PVM-14M2E) y a 
dos tarjetas digitalizadoras: 
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i. Una interna localizada en una ranura PCI del ordenador (Picolo frame graber, 
Euresys). 
ii. Otra externa con conexión USB (DVC-USB, Dazzle). 
 
 
Figura 65. Imagen representativa de la visualización que ofrece el programa Ethovision. En ella se puede observar 
la zona de arenas y el control de ajustes del programa 
La señal directa de la tarjeta Picolo es utilizada por el sistema videocomputerizado 
de observación animal (EthoVision V. 3.1.16, Noldus Information Technology). 
El software EthoVision localiza el centro del animal, simbolizado gráficamente por 
la intersección entre los ejes de coordenadas (x, y), almacena los datos y permite el 
análisis posterior (Figura 66). 
 
 
Figura 66. Esquema del equipo y sistema de grabación. Elaboración propia a partir de imágenes y gráficos creados 
por Freepik y disponibles a través de la web: www.flaticon.com 
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4.12.2.4. Test de campo abierto (OFT) 
La nuevas moléculas CUM21, MJM272, MJM470, MJM511, MC151 se 
evaluaron tanto en ratones sin tratamiento previo como en ratones reserpinizados 
modelo de la EP a la dosis de 100 mg/Kg en una suspensión de CMCNa al 1%. Las 
sustancias MJM470 y MC151, que resultaron ser muy activas en ratones reserpinizados 
a dosis de 100 mg/Kg, también se evaluaron a la dosis de 10 mg/Kg tanto en animales 
sin tratamiento previo como en animales reserpinizados410. 
El R-(-)-deprenilo utilizado como fármaco de referencia y los derivados de 
cumarina arriba indicados se administraron por vía intraperitoneal (i.p.) en una relación 
de volumen/peso del animal de 10 mL/Kg.  
Los grupos de animales utilizados en el test de campo abierto fueron: 
– Ratones sin tratamiento previo, a los que se le administró 22 horas antes del 
inicio del experimento CMCNa 1% vía i.p.  
– Ratones reserpinizados utilizados como modelo farmacológico de la EP, a los 
que se les administró vía i.p. y 22 h antes del inicio del experimento una dosis 
de 1,25 mg/Kg de reserpina. 
Se evaluó inicialmente el posible efecto de los compuestos objeto de estudio en 
ratones sin tratamiento previo. Para ello, se administró el vehículo (CMCNa al 1% i.p.), 
el fármaco de referencia (R-(-)-deprenilo, 10 mg/Kg, i.p.) o las nuevas moléculas objeto 
de estudio (100 ó 10 mg/Kg, i.p.) y 30 min después de ésta última administración se les 
inyectó LD:B (100:25 mg/Kg, i.p.) comenzando la evaluación de la actividad 
locomotora media hora después de la última administración y manteniéndola durante 
una hora. Una vez obtenidos los resultados, se llevó a cabo su análisis (Figura 67). 
También se evaluó la posible potenciación por los nuevos derivados de cumarina o 
el R-(-)-deprenilo (utilizado como fármaco de referencia) del efecto de la LD:B en 
ratones previamente reserpinizados526. 
Para ello, se administró reserpina (1,25 mg/Kg, i.p.) a los animales 22 horas antes 
de la realización de cada experimento. Transcurrido ese tiempo se les administró el 
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vehículo (CMCNa al 1% i.p.), el fármaco de referencia (R-(-)-deprenilo, 10 mg/Kg, i.p.) 
o las nuevas moléculas objeto de estudio (100 ó 10 mg/Kg, i.p.) y 30 min después de 
ésta última administración se les inyectó LD:B (100:25 mg/Kg, i.p.) comenzando media 
hora después de la última administración, la evaluación de la actividad locomotora 




Figura 67. Esquema del proceso para evaluar los compuestos inhibidores de MAO-B en ratones sin tratamiento 
previo. Elaboración propia a partir de imágenes y gráficos creados por Freepik y disponibles a través de la web: 
www.flaticon.com 
La grabación del vídeo en directo del experimento in vivo, permitió el análisis de 
comportamientos no susceptibles de automatización. 
En cada ensayo se evaluaron los parámetros: 
– Distancia recorrida (cm) 
– Velocidad media (cm/s) 
– Porcentaje de tiempo en movimiento (%)  
 
4.12.2.5. Test de reconocimiento de objeto (ORT) 
Para evaluar la posible actividad inhibidora de ChE in vivo, se estudió el efecto del 
nuevo derivado de cumarina MJM255 a la dosis de 25 mg/Kg, preparado en una 
suspensión de CMCNa al 1%, tanto en ratones sin tratamiento previo, como en ratones 
tratados previamente con escopolamina, utilizados como modelo farmacológico de la 
EA411.  
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Como fármaco de referencia se utilizó eserina, a una dosis de 0,25 mg/Kg. 
El compuesto MJM255 y la eserina se administraron por vía intraperitoneal (i.p.) 
en una relación de volumen/peso del animal de 10 mL/Kg.  
Los grupos de animales utilizados en el test de reconocimiento de objeto nuevo 
fueron: 
– Ratones sin tratamiento previo, a los que se le administró 30 minutos antes 
del inicio del experimento SSF 0,9 % vía i.p.  
– Ratones tratados 30 minutos antes del inicio del experimento con una dosis de 
1 mg/Kg de escopolamina utilizados como modelo farmacológico de la EA. 
Independientemente del grupo de tratamiento, 15 minutos antes de iniciar el 
experimento, a los animales se les administró el vehículo (CMCNa al 1% i.p.), el 
fármaco de referencia (eserina 0,25 mg/Kg) o la nueva molécula objeto de estudio (25 
mg/Kg i.p.). 
Los objetos elegidos para el test ORT fueron prismas rojos (OBJ 1 y OBJ2) y 
pirámides violetas (OBJ 3). Los objetos se situaron a 10 cm de los bordes más próximos 
a la pared de las subdivisiones y a 30 cm de distancia entre ellos en dos lugares 
diferentes denominados Zona A y Zona B. Se definió una distancia alrededor de cada 
zona de 4 cm.  
Los experimentos se llevaron a cabo en dos fases diferentes (Fase 1 y Fase 2) ambas 
de 10 minutos de duración y separadas entre ellas 10 minutos. Durante la Fase 1, tanto 
en la Zona A como en la Zona B se colocó un prisma rojo (OBJ 1 en la Zona A y OBJ 2 
en la Zona B). Durante la Fase 2 se mantuvo el OBJ 1 en la Zona A y se sustituyó el 
OBJ 2 en la Zona B por el OBJ 3 (pirámide violeta).  
Durante los 10 primeros minutos del ensayo (Fase 1), los animales se colocaron en 
las correspondientes arenas. Transcurrido ese tiempo, se retiró a los animales de las 
arenas y se estabularon nuevamente en la jaula correspondiente. Durante el periodo de 
10 minutos de descanso entre la Fase 1 y la Fase 2, tanto las arenas como los objetos 
(repetidos y nuevos) se limpiaron con agua con un 15% de etanol para evitar 
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interferencias debidas al olor. A continuación, los animales se colocaron nuevamente en 
la caja (Fase 2) (Figura 68).  
Figura 68. Esquema del proceso para evaluar el MJM255 como posible inhibidor de AChE in vivo. Elaboración 
propia a partir de imágenes y gráficos creados por Freepik y disponibles a través de la web: www.flaticon.com 
En cada ensayo se evaluó: 
– Latencia primera aproximación (s)
– Frecuencia de aproximaciones (nº)
– Tiempo en zona (s)
4.12.2.6. Expresión de los resultados, análisis estadístico y representación gráfica 
Los resultados se expresan como la media ± el error estándar de la media (e.e.m.) 
de, al menos, 8 animales (n=8). El análisis estadístico y la representación gráfica se 
realizaron con el programa Graphpad Prism® (v 6.0) (San Diego, USA). Las diferencias 
estadísticamente significativas se determinaron mediante el test ANOVA de una vía 
(tratamiento) seguido del test de Dunnet o por el test ANOVA de dos vías (tratamiento-
tiempo) seguido del test de Bonferroni.  
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4.12.3. Estudio de biodisponibilidad  
4.12.3.1. Preparación de las diluciones de compuestos y fármacos 
Las moléculas objeto de estudio son los derivados cumarínicos CUM21, MJM255, 
MJM272, MJM470 y MC151. Fueron seleccionados, como se describió previamente 
en la sección 4.12., a partir de los resultados obtenidos in vitro en el estudio de su 
actividad inhibitoria sobre MAO-B y AChE. 
Los compuestos se prepararon a una concentración de 3 mg/mL en una suspensión 
de CMCNa 1% y se mantuvieron en agitación durante 24 h. La CMCNa se preparó al 
1% (peso/volumen) con agua Milli-Q® (Millipore Ibérica S.A., Madrid, España) en 
agitación constante durante un mínimo de 2 horas. El número de animales utilizados en 
cada experimento fue de, al menos, 5 (n=5). 
4.12.3.2. Administración, tratamiento y toma de muestras 
Los compuestos y reactivos utilizados en los estudios de biodisponibilidad, se 
administraron por vía intraperitoneal (i.p.) o por vía oral (p.o.) en una relación de 
volumen/peso del animal de 10 mL/Kg. En ambas vías se administraron dosis de 30 
mg/Kg de los compuestos indicados. 
Las muestras de sangre venosa de los animales se recogieron a tiempos t0, t½, t1, t3, 
t6 y t24 horas posteriores a la administración (ya sea vía oral o vía intraperitoneal) de los 
compuestos, mediante extracción de una de las venas caudales. 
Los ratones fueron introducidos en una estufa a 35 ºC durante los 15 minutos 
previos a la toma de muestra para conseguir una vasodilatación adecuada. La toma de 
muestra se lleva a cabo con los animales inmovilizados en cepos y se realizó en la vena 
caudal, situada en la zona lateral de la cola de los ratones. Para ello se utilizaron 
jeringas de insulina de un cuerpo precargadas con suero fisiológico isotónico (NaCl 
0,9% pH 7,4, 300 mOsm/kg) heparinizado (300 UI).   
Las muestras de sangre obtenidas se introdujeron en capilares heparinizados 
(heparina:sangre, 1:10) para su centrifugación a 1500 xg durante 10 minutos a 
temperatura ambiente en una centrífuga Selecta con rotor de tubos de hematocrito. Las 
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muestras de plasma recuperadas, de entre 20-40 µL de volumen, se almacenaron 
congeladas a -20ºC hasta su posterior utilización (Figura 69). 
 
 
Figura 69. Esquema del proceso de administración y toma de muestras. Elaboración propia a partir de imágenes y 
gráficos creados por Freepik y disponibles a través de la web: www.flaticon.com 
 
4.12.3.3. Preparación de las muestras de plasma 
Para la determinación de la cantidad del derivado de cumarina presente en el plasma 
de los animales, se tomaron 20 µL de las muestras obtenidas previamente 
descongeladas y se añadieron sobre 300 µL de acetonitrilo, con el fin de precipitar las 
posibles proteínas que hubieran quedado en el plasma.  
Los viales se centrifugaron a 15.700 xg durante 30 minutos a temperatura ambiente 
en una centrífuga Eppendorf 5415 R. El sobrenadante obtenido se conservó a -20 ºC 
hasta su posterior análisis.  
4.12.3.4. Identificación de los patrones  
Inicialmente, y con el fin de tener perfectamente identificados los compuestos 
objeto de estudio, se elaboraron los patrones de referencia. Para ello se prepararon 
disoluciones de cada uno de los compuestos a una concentración 10 mg/L (10 ppm)412. 
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Debido a los problemas de solubilidad en agua de los compuestos, estos se 
disolvieron en una mezcla de metanol y agua (80:20). Una vez disueltos, las 
disoluciones se filtraron utilizando filtros de polifluoruro de vinilideno (PVDF) de 25 
mm de diámetro y con un tamaño de poro 0,20 μm (Fisher Scientific). 
Con el propósito de ajustar de forma eficaz el HPLC (High Performance Liquid 
Chromatography) para nuestras muestras, se  realizó un barrido de longitudes de onda 
utilizando el espectrofotómetro (Evolution 220 UV-Visible Spectrophotometer, 
ThermoScientic), determinando posteriormente el punto máximo de absorbancia de 
cada compuesto que se utilizó como longitud de onda analítica (Tabla 16). 
Tabla 16. Longitud de onda de máxima absorbancia de cada uno de los derivados de cumarina seleccionados para 
el estudio de biodisponibilidad. 
 






Para la identificación y cuantificación de los patrones se usó la cromatografía 
líquida de alta eficacia HPLC, utilizando un equipo Agilent Technologies 1200 Series 
Quaternary y una Columna C18 Phenosphere 3 m 80A (150x3,20 mm) y flujo de 0,7 
mL/min. Como fase móvil para la resolución de los diferentes compuestos se empleó un 
grandiente lineal de agua:acetonitrilo que partía inicialmente de una proporción (4:1) y 
finalizaba en 10 min solo con acetonitrilo. Los tiempos de retención de los derivados de 
cumarina seleccionados, expresados en minutos, se muestran en la Tabla 17.  
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4.12.3.5. Identificación y cuantificación de las muestras biológicas 
Una vez identificados los compuestos y elaboradas las correspondientes rectas de 
calibrado de los patrones previamente preparados, se procedió al análisis de las 
muestras. Para ello, se depositaron 100 µL de cada una de las muestras, previamente 
filtradas, usando filtros de 0,22 M de poro, en viales Insert (Thermo Fisher) que se 
introdujeron en frascos de vidrio de 2 mL para su análisis en HPLC.  
4.12.3.6. Presentación de los datos 
Los datos se muestran mediante cromatogramas obtenidos a partir del programa 
ChemStation for LC 3D system, seleccionando la  a la que se realizó el barrido, 



































5.1. ACTIVIDAD INHIBIDORA SOBRE LAS ISOFORMAS DE LA ENZIMA MAO (IMAO) DE 
LOS DERIVADOS DE CUMARINA 
En nuestros experimentos y bajo nuestras condiciones experimentales, descritas en 
el apartado de material y métodos, la MAO-A humana presentó una constante de 
Michaelis (Km) de 457,17 ± 38,62 μM y una velocidad de reacción máxima (Vmáx) de 
185,67 ± 12,06 nmoles/min/mg de proteína; por su parte, la MAO-B humana mostró 
unos valores de Km de 220,33 ± 32,80 μM y Vmáx de 24,32 ± 1,97 nmoles/min/mg de 
proteína. 
En general, los compuestos evaluados (derivados de cumarina e inhibidores de 
referencia) no reaccionaron directamente con el reactivo Amplex® Red, lo cual indica 
que no modificaron la fluorescencia generada en la mezcla de reacción por inhibición 
enzimática. Para los compuestos CUM61, SMA1, SMB1, H1i2, H1i3, H1J2, H1K3, 
H1L2, sí se apreció un incremento de fluorescencia debido a la reacción con el reactivo 
Amplex® Red. 
Por otro lado, los compuestos CUM11, CUM71, A1J, B1B, B1K, J1J, K1K y 
L1L emitieron fluorescencia al ser estimulados a λ 545 nm, utilizada en los 
experimentos, por lo que su actividad inhibidora de MAO no pudo ser determinada 
utilizando el método anteriormente descrito. 
Tanto los inhibidores de referencia como los nuevos compuestos con actividad 
IMAO, inhibieron la actividad enzimática de forma dependiente de la concentración.  
El agua Milli-Q® y el DMSO utilizados como vehículo no tuvieron efecto 
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5.1.1. Actividad inhibidora sobre las isoformas de la enzima MAO de los derivados 
de 3-fenilcumarina 
Los derivados de 3-fenilcumarina estudiados incluyen un fragmento de trans-
estilbeno en su estructura por lo que pueden ser considerados análogos híbridos 
resveratrol-cumarina. Presentan uno o varios sustituyentes hidroxilos en las posiciones 
6, 7 u 8 de la cumarina, excepto los compuestos CUM9 y CUM10, en los que el 
sustituyente en posición 7 de la cumarina es un grupo metoxilo. Así mismo, se estudió 
como afecta a la actividad IMAO de estos derivados la sustitución con grupos hidroxilo 
o metoxilo en las posiciones meta y/o para del fenilo en posición 3. 
 
Tabla 18. Valores de CI50 o % de inhibición a concentración 100 μM (valor recogido entre paréntesis) de los 
compuestos estudiados e inhibidores de referencia sobre la actividad enzimática de las isoformas de la MAO, 
presentes en la fracción microsomal preparada a partir de células de insectos (BTI-TN-5B1-4) infectadas con 
baculovirus que contienen insertos de ADN responsables de la biosíntesis de la MAO-A o MAO-B humanas. 
COMPUESTO 
CI50 hMAO-A (μM) 
(% inhibición a 100 μM) 
CI50 hMAO-B (μM) 
(% inhibición a 100 μM) 
Índice de Selectividada 
(IS) 
CUMa (26,15% ± 1,75%) 2,58 ± 0,17 > 38,73b 
CUMIa 26,53 ± 1,78 12,85 ± 0,86 2,06 
CUM9 ** 0,49 ± 0,03 >204b 
CUM10 38,33 ± 2,49 0,18 ± 0,02 212,94 
CUM12 16,62 ± 4,18 0,92 ± 0,01 18,07 
CUM21 (20,14% ± 1,35%) 1,05 ± 0,07 > 95,24b 
CUM21C 15,54 ± 1,05 (29,60% ± 1,99%) < 0,16b 
CUM32 14,49 ± 0,97 19,74 ± 1,32 0,73 
CUM41 13,61± 0,92 14,83 ± 0,66 0,92 
CUM51 9,03 ± 0,61 (49,92% ± 3,35%) < 0,09b 
CUM81 (48,29% ± 3,24%) 8,88 ± 0,60 >11,26b 
CUM91 19,83 ± 1,34 (47,89% ± 3,21%) <0,20b 
JLG5b 1,95 ± 0,13 5,47 ± 0,37 0,36 
JLG9b 26,03 ± 1,75 (52,08% ± 3,49%) >0,26b 
JLG12b 4,16 ± 0,28 (50,03% ± 3,36%) >0,04b 
MJM43b 3,14 ± 0,21 10,07 ± 0,68 <0,31b 
t-RESV 17,36 ± 0,65 30,77 ± 0,99 0,56 
Clorgilina 0,005 ± 0,0009 63,41 ± 1,20 0,000082 
R-(-)-deprenilo 68,73 ± 4,21 0,017 ± 0,002 4043 
Iproniazida 6,56 ± 0,76 7,54 ± 0,36 0,87 
Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 5 experimentos (n=5). **Inactivo a 100 μM (mayor concentración 
estudiada, inhibición menor al 20%). A concentraciones superiores, el compuesto precipita. aÍndice de selectividad 
MAO-B = [CI50 (MAO-A) / CI50 (MAO-B)]. bValor calculado considerando como CI50 frente a la MAO-B la mayor 





Como se observa en la Tabla 18, la mayoría de los compuestos estudiados 
mostraron actividad inhibidora de una o ambas isoformas de la MAO en el rango de 
concentración µM. 
La sustitución con un grupo hidroxilo en posición para del fenilo en posición 3 de 
la cumarina (CUMa) condujo a un derivado IMAO-B selectivo, mientras que cuando el 
grupo hidroxilo se situó en la posición 7 de la 3-fenilcumarina (CUMIa), se obtuvo un 
derivado menos potente y menos selectivo sobre la isoforma B. La sustitución en ambas 
posiciones con grupos hidroxilo (CUM41) condujo igualmente a una disminución de la 
actividad inhibidora y de la selectividad sobre la MAO-B. El reemplazo de uno o ambos 
grupos hidroxilo de CUM41 por grupos metoxilo (CUM9, CUM10 y CUM12) condujo 
a los inhibidores más potentes de esta serie. Aunque los tres derivados mostraron 
actividad sobre la isoforma B en el rango nanomolar alto y una importante selectividad 
por esta isoforma, la presencia del grupo metoxilo en posición 7 de la 3-fenilcumarina 
condujo a los derivados más potentes (CUM 9 y CUM10).  
La sustitución con un grupo hidroxilo en posición 6 de la 3-fenilcumarina resultó 
más interesante para la actividad inhibidora de MAO-B que su presencia en posición 7; 
CUM 81 es casi 2 veces más potente y mucho más selectivo sobre la MAO-B que 
CUM 41. Sin embargo, la introducción de un sustituyente hidroxilo adicional en 
posición 8 de la cumarina (CUM 32) condujo a una pérdida de actividad y selectividad 
sobre la isoforma B de la MAO. 
En relación al incremento de sustituyentes hidroxilo sobre el fenilo de la posición 3 
de la cumarina, los derivados CUM21C, CUM91 y CUM51, los tres con dos grupos 
hidroxilo en posiciones meta, presentaron una mayor actividad frente a la isoforma A. 
Sin embargo, CUM21, con dos grupos metoxilo en posiciones meta del fenilo de la 
posición 3 de la cumarina, resultó ser un inhibidor potente y selectivo de la isoforma 
MAO-B. 
También mostraron mayor actividad sobre la isoforma A de la MAO el compuesto 
JLG9b (sin sustituyentes en el fenilo pero con grupos hidroxilo en posiciones 5 y 7 de 
la cumarina) y el compuesto JLG12b, que en relación al anterior presenta dos 
sustituyentes hidroxilo adicionales en las posiciones meta y para del fenilo. Esta 
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sustitución aumentó la actividad sobre la isoforma A (JLG12b es aproximadamente 6 
veces más potente como IMAO-A que JLG9b). Sin embargo, esta modificación parece 
no afectar a la actividad sobre la isoforma B, pues en ambos casos fue muy similar. El 
cambio de posición de los sustituyentes hidroxilo sobre el anillo de cumarina a las 
posiciones 7 y 8 (JLG5b) condujo a un incremento de la actividad sobre ambas 
isoformas, pero contrariamente a lo esperado, la sustitución de los hidroxilos de las 
posiciones 4’ y 5’ del fenilo de la posición 3 por grupos metoxilo (MJM43b) condujo a 
un descenso de las mismas. 
5.1.2. Actividad inhibidora sobre las isoformas de la enzima MAO de los derivados 
de 3-(tiofen-2-il)cumarina  
Se estudió el efecto sobre la actividad IMAO de la sustitución con grupos hidroxilo 
en posiciones 7 y/o 8 de los derivados de 3-(tiofen-2-il)cumarina, así como de la 
presencia de un halógeno (Br) en la posición 4 del anillo de tiofeno. 
En la Tabla 19 se observa que la sustitución con un grupo hidroxilo en posición 8 
de la cumarina dio lugar a compuestos inhibidores de MAO-A (MJM450 y MJM465), 
mientras que la sustitución en 7 (MJM451 y MJM470) o en 7 y 8 (MJM452 y 
MJM471), originó derivados con actividad sobre ambas isoformas de la enzima.  
Tabla 19. Valores de CI50 o % de inhibición a concentración 100 μM (valor recogido entre paréntesis) de los 
compuestos estudiados e inhibidores de referencia sobre la actividad enzimática de las isoformas de la MAO, 
presentes en la fracción microsomal preparada a partir de células de insectos (BTI-TN-5B1-4) infectadas con 
baculovirus que contienen insertos de ADN responsables de la biosíntesis de la MAO-A o MAO-B humanas. 
COMPUESTO 
CI50 hMAO-A (μM) 
(% inhibición a 100 μM) 
CI50 hMAO-B (μM) 
(% inhibición a 100 μM) 
Índice de Selectividada 
(IS) 
MJM450 17,64 ± 1,18 (44,12% ± 2,96%) <0,18b 
MJM451 7,62 ± 0,51 8,50 ± 0,57 0,90 
MJM452 1,32 ± 0,09 4,75 ± 0,32 0,28 
MJM465 6,21 ± 0,42 (54,68% ± 3,67%) <0,06b 
MJM470 9,16 ± 0,61 0,14 ± 0,01 65,43 
MJM471 6,08 ± 0,41 21,75 ± 1,46 0,28 
t-RESV 17,36 ± 0,65 30,77 ± 0,99 0,56 
Clorgilina 0,005 ± 0,0009 63,41 ± 1,20 0,000082 
R-(-)-deprenilo 68,73 ± 4,21 0,017 ± 0,002 4043 
Iproniazida 6,56 ± 0,76 7,54 ± 0,36 0,87 
Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 5 experimentos (n=5). aÍndice de selectividad MAO-B = [CI50 (MAO-A) / CI50 





Para los derivados de 3-(tiofen-2-il)cumarina con un único grupo hidroxilo en 
posición 7 u 8, la presencia de un átomo de bromo en posición 4 del anillo de tiofeno 
conduce a un incremento de la actividad inhibidora de MAO-B. El derivado 3-(4-
bromotiofen-2-il)-7-hidroxicumarina (MJM470) resultó ser el inhibidor más potente de 
la serie sobre la isoforma B con un IS = 65,43. 
5.1.3. Actividad inhibidora sobre las isoformas de la enzima MAO de los derivados 
de 3-(6-oxo-1,6-dihidropiridazin-3-il)cumarina 
Se estudiaron una serie de derivados 3-(6-oxo-1,6-dihidropiridazin-3-il)cumarina, 
algunos de los cuales presentan un sustituyente bencilo o metilo sobre uno de los 
nitrógenos (N1) del anillo de piridazina y adicionalmente incorporan sobre el esqueleto 
de cumarina sustituyentes metilo o metoxilo en posiciones 6, 7 u 8. 
La sustitución con un grupo metilo en posición N1 del anillo de piridazina resultó 
esencial para la actividad ya que, como se observa en la Tabla 20, ninguno de los 
derivados de 3-(6-oxo-1,6-dihidropiridazin-3-il)cumarina y 3-(N1-bencil-6-oxo-1,6-
dihidropiridazin-3-il)cumarina presentó una actividad destacable frente a ninguna de las 
isoformas de la MAO. 
Tabla 20. Valores de CI50 o % de inhibición a concentración 100 μM (valor recogido entre paréntesis) de los 
compuestos estudiados e inhibidores de referencia sobre la actividad enzimática de las isoformas de la MAO, 
presentes en la fracción microsomal preparada a partir de células de insectos (BTI-TN-5B1-4) infectadas con 
baculovirus que contienen insertos de ADN responsables de la biosíntesis de la MAO-A o MAO-B humanas. 
COMPUESTO 
CI50 hMAO-A (μM) 
(% inhibición a 100 μM) 
CI50 hMAO-B (μM) 
(% inhibición a 100 μM) 
Índice de Selectividada 
(IS) 
MC74 ** ** ----- 
MC76 ** (41,83% ± 2,81%) ----- 
MC77 ** ** ----- 
MC78 ** (21,62% ± 1,45%) ----- 
MC79 ** ** ----- 
MC80 (32,59% ± 2,19%) (20,32% ± 1,36%) ----- 
MC81 ** (22,18% ± 1,49%) ----- 
MC84 ** 45,36 ± 3,04 >2,20b 
MC85 ** (53,22% ± 3,57%) ----- 
MC86 ** (57,02% ± 3,82%) ----- 
MC87 ** 50,41 ± 3,38 >1,98b 
MC88 ** 38,21 ± 2,56 >2,62b 




CI50 hMAO-A (μM) 
(% inhibición a 100 μM) 
CI50 hMAO-B (μM) 
(% inhibición a 100 μM) 
Índice de Selectividada 
(IS) 
MC89 ** 18,64 ± 1,25 >5,36b 
MC91 ** (36,78% ± 2,47%) ----- 
MC95 ** ** ----- 
MC96 ** ** ----- 
MC97 ** (44,35% ± 2,98%) ----- 
MC98 ** (23,81% ± 1,60%) ----- 
t-RESV 17,36 ± 0,65 30,77 ± 0,99 0,56 
Clorgilina 0,005 ± 0,0009 63,41 ± 1,20 0,000082 
R-(-)-deprenilo 68,73 ± 4,21 0,017 ± 0,002 4043 
Iproniazida 6,56 ± 0,76 7,54 ± 0,36 0,87 
Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 5 experimentos (n=5). ** Inactivo a 100 μM (mayor concentración 
estudiada, inhibición menor al 20%). A concentraciones superiores, los compuestos precipitan. aÍndice de selectividad 
MAO-B = [CI50 (MAO-A) / CI50 (MAO-B)]. bValor calculado considerando como CI50 frente a la MAO-B la mayor 
concentración estudiada (100 μM). 
 
En relación con la sustitución sobre el fenilo de la cumarina con grupos metilo o 
metoxilo, la posición 7 parece la más adecuada para la sustitución. MC88 con un 
sustituyente metoxilo y MC89 con un sustituyente metilo en esa posición resultaron ser 
los inhibidores más potentes de la MAO-B en esta serie. Además, se pudo observar que 
el sustituyente metilo en posiciones 6, 7 u 8 de la cumarina conduce a derivados más 
potentes como inhibidores de MAO-B que un sustituyente metoxilo en las mismas 
posiciones. 
5.1.4. Actividad inhibidora sobre las isoformas de la enzima MAO de los derivados 
de 3-(piridazin-3-il)cumarina 
Se estudiaron una serie de derivados 3-(piridazin-3-il)cumarina, los cuales 
presentan un halógeno (Cl o Br) o un grupo metoxilo sobre la posición 6 del anillo de 
piridazina y adicionalmente, en algunos casos, incorporan sobre el esqueleto de 
cumarina sustituyentes halógeno, metilo o metoxilo en posiciones 6, 7 u 8. 
Analizando los resultados presentados en la Tabla 21, la presencia de un halógeno 
(Cl o Br) en posición 6 del anillo de piridazina parece ser mejor para la actividad 
inhibidora de la MAO-B que un grupo metoxilo cuando se combina con un sustituyente 





MC103, MC104, MC144, MC145, MC146 y MC147 resultaron más potentes IMAO-
B que MC93, MC100, MC107 y MC108. Además, parece que un grupo metilo en 
posición 8 permite mantener la actividad IMAO-B de estos derivados (MC102, MC106 
y MC148). Sin embargo, un grupo metoxilo en esta posición (MC101, MC105 y 
MC149) disminuye la actividad y la selectividad. 
Tabla 21. Valores de CI50 o % de inhibición a concentración 100 μM (valor recogido entre paréntesis) de los 
compuestos estudiados e inhibidores de referencia sobre la actividad enzimática de las isoformas de la MAO, 
presentes en la fracción microsomal preparada a partir de células de insectos (BTI-TN-5B1-4) infectadas con 
baculovirus que contienen insertos de ADN responsables de la biosíntesis de la MAO-A o MAO-B humanas. 
COMPUESTO 
CI50 hMAO-A (μM) 
(% inhibición a 100 μM) 
CI50 hMAO-B (μM) 
(% inhibición a 100 μM) 
Índice de Selectividada 
(IS) 
MC82 (34,43% ± 2,31%) 13,54 ± 0,91 >7,39b 
MC93 ** 17,62 ± 1,18 >5,68b 
MC99 ** 8,80 ± 0,59 >11,36b 
MC100 (21,24% ± 1,42%) 11,10 ± 0,74 >9,01b 
MC101 ** 30,11 ± 2,02 >3,32b 
MC102 (21,28% ± 1,43%) 22,70 ± 1,52 >4,41b 
MC103 ** 19,17 ± 1,29 >5,22b 
MC104 ** 2,51 ± 0,17 >39,92b 
MC105 ** (33,56% ± 2,25%) >2,98b 
MC106 ** 5,35 ± 0,36 >18,71b 
MC107 ** (53,21% ± 3,57%) >1,88b 
MC108 ** 13,50 ± 0,91 >7,41b 
MC124 ** 42,31 ± 2,84 >2,36b 
MC143 ** 0,99 ± 0,07 >101,01b 
MC144 (24,42% ± 1,58%) 2,16 ± 0,15 >46,36b 
MC145 (35,63% ± 2,39%) 0,56 ± 0,04 >177,94b 
MC146 ** 0,75 ± 0,05 >134,23b 
MC147 (25,66% ± 1,72%) 3,05 ± 0,20 >32,82b 
MC148 (34,13% ± 2,29%) 2,64 ± 0,18 >37,88b 
MC149 ** 12,85 ± 0,86 >7,78b 
MC150 ** 0,36 ± 0,02 >277,78b 
MC151 (35,02% ± 2,35%) 0,060 ± 0,004 >1666,67b 
MC152 (30,42% ± 2,04%) 1,52 ± 0,10 >65,79b 
MC153 (26,28% ± 1,76%) 10,22 ± 0,69 >9,78b 
MC154 (24,48% ± 1,64%) 1,43 ± 0,10 >69,93b 
MC155 (35,65% ± 2,39%) 18,64 ± 1,25 >5,36b 
MC156 (40,03% ± 2,69%) 0,17 ± 0,01 >588,24b 
MC157 (41,74% ± 2,80%) 0,97 ± 0,07 >103,09b 




CI50 hMAO-A (μM) 
(% inhibición a 100 μM) 
CI50 hMAO-B (μM) 
(% inhibición a 100 μM) 
Índice de Selectividada 
(IS) 
MC158 (36,65% ± 2,46%) 17,13 ± 1,15 >5,84b 
MC159 (34,65% ± 2,32%) 6,79 ± 0,46 >14,73b 
t-RESV 17,36 ± 0,65 30,77 ± 0,99 0,56 
Clorgilina 0,005 ± 0,0009 63,41 ± 1,20 0,000082 
R-(-)-deprenilo 68,73 ± 4,21 0,017 ± 0,002 4043 
Iproniazida 6,56 ± 0,76 7,54 ± 0,36 0,87 
Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 5 experimentos (n=5). ** Inactivo a 100 μM (mayor concentración 
estudiada, inhibición menor al 20%). A concentraciones superiores, los compuestos precipitan. aÍndice de selectividad 
MAO-B = [CI50 (MAO-A) / CI50 (MAO-B)]. bValor calculado considerando como CI50 frente a la MAO-B la mayor 
concentración estudiada (100 μM). 
 
En términos generales, con la excepción del compuesto MC157, se pudo observar 
que un átomo de bromo en posición 6 del anillo de piridazina conduce a inhibidores más 
potentes y selectivos que un átomo de cloro localizado en la misma posición. 3-(6-
bromopiridazin-3-il)cumarina (MC143), sin ningún sustituyente adicional en el 
esqueleto de cumarina presentó una actividad inhibidora de MAO-B casi comparable a 
los 6-metoxi y 7-metil análogos MC145 y MC146, respectivamente. La sustitución con 
un átomo de bromo en esas mismas posiciones incrementó significativamente la 
actividad inhibidora de la MAO-B en relación con la presencia de grupos metilo o 
metoxilo; MC150 es más potente que MC144 y MC145, mientras MC151 es más 
potente que MC146 y MC147.  
Sin embargo es necesario matizar que la presencia de un átomo de halógeno (Cl o 
Br) en posiciones 6, 7 ó 8 del esqueleto de cumarina de MC143 tuvo resultados 
diferentes sobre la actividad. Mientras la presencia de un átomo de cloro en posición 6 ó 
8 de la cumarina o un átomo de bromo en posición 8, disminuyó la actividad; un átomo 
de bromo en posición 6 incrementó ligeramente la potencia y la selectividad y ese 
incremento fue mucho más significativo cuando el átomo de bromo se localizó en 
posición 7, originando el derivado MC151, que resultó el inhibidor MAO-B con mayor 
actividad de esta serie. MC151 presenta actividad inhibidora de la MAO-B en el mismo 
rango de concentración que el R-(-)-deprenilo, fármaco de referencia, y es casi 513 





La introducción de un átomo de halógeno (Cl o Br) en el núcleo de cumarina de 3-
(6-cloropiridazin-3-il)cumarina (MC124) incrementó su actividad inhibidora de MAO-
B entre 23 y 249 veces dependiendo del tipo de halógeno y su posición sobre la 
cumarina (derivados MC155, MC156, MC157, MC158 y MC159). Los mejores 
resultados de potencia y selectividad se obtuvieron para los isómeros MC156 y MC157 
con un átomo de bromo en posiciones 7 y 8 respectivamente. 
5.1.5. Actividad inhibidora sobre las isoformas de la enzima MAO de los derivados 
de 3-benzamidocumarina  
Se ha estudiado una serie de derivados de cumarina en los que se introdujo un grupo 
amido entre el sustituyente fenilo en posición 3 y la cumarina. Se analizó el interés de la 
sustitución del grupo benzamido resultante con uno o varios grupos electrodonadores o 
electroatractores y la presencia de un sustituyente hidroxilo en posición 4 de la 
cumarina.  
La mayoría de los derivados estudiados resultaron ser inhibidores selectivos de la 
MAO-B. En la Tabla 22 se observa que la introducción de sustituyentes sobre el grupo 
benzamido en posición 3 de la cumarina condujo a una disminución de la actividad de 
estos derivados sobre la MAO-B. La sustitución con un átomo de cloro en posición 
para, conduce a un derivado más potente (MJM253) que la sustitución con un grupo 
metilo (MJM249), a su vez este es más favorable para la actividad que un grupo 
metoxilo (MJM247), mientras que la presencia de un grupo nitro en esa posición 
conduce a un derivado inactivo (MJM255). Uno o dos sustituyentes adicionales en 
posición meta del grupo benzamido, independientemente de su naturaleza, conducen a 
una pérdida de actividad; así MJM253 resultó ser más potente como IMAO-B que  
3-(3’,4’-diclorobenzamido)cumarina (MJM254) y MJM247 que 3-(3’,4’-
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Tabla 22. Valores de CI50 o % de inhibición a concentración 100 μM (valor recogido entre paréntesis) de los 
compuestos estudiados e inhibidores de referencia sobre la actividad enzimática de las isoformas de la MAO, 
presentes en la fracción microsomal preparada a partir de células de insectos (BTI-TN-5B1-4) infectadas con 
baculovirus que contienen insertos de ADN responsables de la biosíntesis de la MAO-A o MAO-B humanas. 
COMPUESTO 
CI50 hMAO-A (μM) 
(% inhibición a 100 μM) 
CI50 hMAO-B (μM) 
(% inhibición a 100 μM) 
Índice de Selectividada 
(IS) 
MJM223 ** 72,58 ± 4,87 > 1,38b 
MJM229 (21,17% ± 1,42%) 36,91 ± 2,48 > 2,71b 
MJM246 ** 0,76 ± 0,05 > 131,58b 
MJM247 (21,40% ± 1,37%) 30,50 ± 2,05 > 3,27b 
MJM249 ** 7,96 ± 0,53 > 12,56b 
MJM252 (35,67% ± 2,39%) 58,38 ± 3,92 > 1,71b 
MJM253 ** 1,95 ± 0,13 > 51,28b 
MJM254 ** 5,95 ± 0,40 > 16,81b 
MJM255 ** (23,00% ± 1,54%) ----- 
MJM256 ** (28,60% ± 1,92%) ----- 
MJM257 ** ** ----- 
MJM258 ** (25,30% ± 1,79%) ----- 
MJM259 ** ** ----- 
MJM260 ** ** ----- 
MJM261 ** ** ----- 
MJM280 ** 19,00 ± 1,27 > 5,26b 
MJM324 45,97 ± 3,11 0,17 ± 0,01 270,41 
Clorgilina 0,005 ± 0,0009 63,41 ± 1,20 0,000082 
R-(-)-deprenilo 68,73 ± 4,21 0,017 ± 0,002 4043 
Iproniazida 6,56 ± 0,76 7,54 ± 0,36 0,87 
Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 5 experimentos (n=5). ** Inactivo a 100 μM (mayor concentración 
estudiada, inhibición menor al 20%). A concentraciones superiores, los compuestos precipitan. aÍndice de selectividad 
MAO-B = [CI50 (MAO-A) / CI50 (MAO-B)]. bValor calculado considerando como CI50 frente a la MAO-B la mayor 
concentración estudiada (100 μM). 
 
En relación a los sustituyentes estudiados sobre el núcleo de cumarina de esta serie 
de derivados, la presencia de un grupo hidroxilo en posición 4 de la cumarina, conduce 
a una pérdida de actividad, originando derivados que en la mayoría de los casos son 
inactivos frente a ambas isoformas; excepto para 3-(3’,4’,5’-
trimetoxibenzamido)cumarina (MJM223) para el cual esta sustitución condujo al 
derivado MJM229 que es 2 veces más potente. Por otra parte, la presencia de un 
sustituyente metilo en posición 6 de la cumarina, conduce a un incremento significativo 





resultó 47 veces más potente como IMAO-B que MJM249, siendo además el único 
derivado de la serie que presenta actividad sobre la MAO-A. 
5.1.6. Actividad inhibidora sobre las isoformas de la enzima MAO de los derivados 
de 3-ciclohexilamidocumarina y 3-heteroarilamidocumarina 
Se estudió el resultado sobre la actividad inhibidora de la MAO de intercambiar el 
grupo benzamido de la posición 3 de la cumarina (serie descrita previamente) por un 
grupo ciclohexilamido o heteroarilamido. En la Tabla 23, se observa que ambos tipos 
de sustituciones conducen a una disminución de la actividad como IMAO respecto a la 
actividad presentada por la 3-benzamidocumarina (MJM246). 
Tabla 23. Valores de CI50 o % de inhibición a concentración 100 μM (valor recogido entre paréntesis) de los 
compuestos estudiados e inhibidores de referencia sobre la actividad enzimática de las isoformas de la MAO, 
presentes en la fracción microsomal preparada a partir de células de insectos (BTI-TN-5B1-4) infectadas con 
baculovirus que contienen insertos de ADN responsables de la biosíntesis de la MAO-A o MAO-B humanas. 
COMPUESTO 
CI50 hMAO-A (μM) 
(% inhibición a 100 μM) 
CI50 hMAO-B (μM) 
(% inhibición a 100 μM) 
Índice de Selectividada 
(IS) 
MJM195 ** 49,96 ± 3,35 > 2,00b 
MJM197 ** 22,47 ± 1,51 > 4,45b 
MJM296 ** 2,27 ± 0,15 > 44,05b 
MJM297 ** 15,50 ± 1,04 > 6,45b 
MJM312 ** (51,95% ± 3,48%) ----- 
MJM313 ** (58,74% ± 3,94%) ----- 
MJM320 ** 21,11 ± 1,42 > 4,74b 
MJM321 ** (23,20% ± 1,56%) ----- 
Clorgilina 0,005 ± 0,0009 63,41 ± 1,20 0,000082 
R-(-)-deprenilo 68,73 ± 4,21 0,017 ± 0,002 4043 
Iproniazida 6,56 ± 0,76 7,54 ± 0,36 0,87 
Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 5 experimentos (n=5). ** Inactivo a 100 μM (mayor concentración 
estudiada, inhibición menor al 20%). A concentraciones superiores, los compuestos precipitan. aÍndice de selectividad 
MAO-B = [CI50 (MAO-A) / CI50 (MAO-B)]. bValor calculado considerando como CI50 frente a la MAO-B la mayor 
concentración estudiada (100 μM). 
 
Entre los derivados estudiados, la presencia del grupo tiofen-2-il (MJM296), 
resultó más favorable para la actividad inhibidora de MAO-B, seguida de los grupos  
piridin-3-il (MJM320), ciclohexil (MJM195) y furan-2-il (MJM312) que originó los 
derivados con menor actividad. 
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La introducción de un grupo hidroxilo en posición 4 de la 3-
ciclohexilamidocumarina conduce a un incremento de la actividad MAO-B; MJM197 
es 2,22 veces más potente que MJM195. Por el contrario, para los derivados de 3-
heteroarilamidocumarina, un grupo hidroxilo en posición 4, condujo en general a una 
pérdida de actividad sobre la MAO-B. 
5.1.7. Actividad inhibidora sobre las isoformas de la enzima MAO de los derivados 
de 7-benzamido-4-metilcumarina  
Como se observa en la Tabla 24, estos derivados presentan mayor actividad que las 
3-benzamidocumarinas antes descritas. En lo relativo a la influencia sobre la actividad 
de la naturaleza de los sustituyentes sobre el grupo benzamido en la posición 7 del 
núcleo de cumarina, se encontraron resultados similares a los obtenidos para las 3-
benzamidocumarinas.  
Tabla 24. Valores de CI50 o % de inhibición a concentración 100 μM (valor recogido entre paréntesis) de los 
compuestos estudiados e inhibidores de referencia sobre la actividad enzimática de las isoformas de la MAO, 
presentes en la fracción microsomal preparada a partir de células de insectos (BTI-TN-5B1-4) infectadas con 
baculovirus que contienen insertos de ADN responsables de la biosíntesis de la MAO-A o MAO-B humanas. 
COMPUESTO 
CI50 hMAO-A (μM) 
(% inhibición a 100 μM) 
CI50 hMAO-B (μM) 
(% inhibición a 100 μM) 
Índice de Selectividada 
(IS) 
MJM272 ** 0,36 ± 0,02 > 278b 
MJM273 ** (29,26% ± 1,96%) ----- 
MJM275 ** 0,90 ± 0,06 >111,36b 
MJM276 ** (52,74% ± 3,54%) ---- 
MJM277 ** 0,31 ± 0,02 >320,51b 
MJM279 ** (26,04% ± 1,75%) ---- 
Clorgilina 0,005 ± 0,0009 63,41 ± 1,20 0,000082 
R-(-)-deprenilo 68,73 ± 4,21 0,017 ± 0,002 4043 
Iproniazida 6,56 ± 0,76 7,54 ± 0,36 0,87 
Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 5 experimentos (n=5). ** Inactivo a 100 μM (mayor concentración 
estudiada, inhibición menor al 20%). A concentraciones superiores, los compuestos precipitan. aÍndice de selectividad 
MAO-B = [CI50 (MAO-A) / CI50 (MAO-B)]. bValor calculado considerando como CI50 frente a la MAO-B la mayor 
concentración estudiada (100 μM). 
Sin embargo, para estos derivados un incremento en el número de sustituyentes 
sobre el grupo benzamido parece incrementar ligeramente la actividad inhibidora de 
MAO B, 4-metil-7-(3’,4’-dimetoxibenzamido)cumarina (MJM276) presentó mayor 





5.1.8. Actividad inhibidora sobre las isoformas de la enzima MAO de los derivados 
de 7-alquilamido-4-metilcumarina y 7-heteroarilamido-4-metilcumarina 
Se estudió el efecto sobre la actividad inhibidora de las isoformas de la MAO de 
diferentes sustituyentes alquilamido (modificando la longitud de la cadena alquílica) o 
heteroarilamido (tiofen-2-ilamido y furan-2-ilamido) en posición 7 de la 4-
metilcumarina. 
Como se observa en la Tabla 25, la sustitución de la amida en posición 7 es 
necesaria para la actividad inhibidora de la MAO-B; 7-formamido-4-metilcumarina 
(MJM286) carece de actividad destacable sobre esta isoforma.  
Un incremento en el número de átomos de carbono del sustituyente alquílico sobre 
la amida, conduce a un incremento de la actividad sobre la MAO-B, metil < etil < iso-
propil < terc-butil, siendo 4-metil-7-tercbutilamidocumarina (MJM511) el inhibidor 
MAO-B más potente y selectivo de esta serie. Además, los grupos iso-propil y terc-butil 
sobre la amida conducen a derivados más potentes que los heteroarilos tiofen-2-il 
(MJM340) o furan-2-il (MJM341). 
En general, estos derivados también presentan actividad inhibidora sobre la 
isoforma MAO-A; sin embargo, no es posible establecer una relación entre el 
sustituyente alquilamida de la posición 7 y esta actividad. Con respecto a los derivados 
de 7-heteroaril-4-metilcumarina, 7-(furan-2-ilamido)-4-metilcumarina (MJM341) 
presenta una actividad similar sobre esta isoforma a 7-(etilamido)-4-metilcumarina 
(MJM508) mientras que 4-metil-7-(tiofen-2-ilamido)cumarina (MJM340) carece de 
actividad. 
 
Tabla 25. Valores de CI50 o % de inhibición a concentración 100 μM (valor recogido entre paréntesis) de los 
compuestos estudiados e inhibidores de referencia sobre la actividad enzimática de las isoformas de la MAO, 
presentes en la fracción microsomal preparada a partir de células de insectos (BTI-TN-5B1-4) infectadas con 
baculovirus que contienen insertos de ADN responsables de la biosíntesis de la MAO-A o MAO-B humanas. 
COMPUESTO 
CI50 hMAO-A (μM) 
(% inhibición a 100  μM) 
CI50 hMAO-B (μM) 
(% inhibición a 100  μM) 
Índice de Selectividada 
(IS) 
MJM286 25,69 ± 1,72 (38,81% ± 2,60%) <0,26b 
MJM430 96,65 ± 6,53 (50,00% ± 3,35%) <0,97b 
MJM508 24,50 ± 1,64 11,55 ± 0,78 2,12 
MJM509 45,86 ± 10,25 0,44 ± 0,03 102,82 
MJM511 (41,08% ± 2,76%) 0,25 ± 0,02 >406,50b 




CI50 hMAO-A (μM) 
(% inhibición a 100  μM) 
CI50 hMAO-B (μM) 
(% inhibición a 100  μM) 
Índice de Selectividada 
(IS) 
MJM340 ** 1,59 ± 0,11 >62,89b 
MJM341 30,14 ± 2,03 5,01 ± 0,34 6,02 
Clorgilina 0,005 ± 0,0009 63,41 ± 1,20 0,000082 
R-(-)-deprenilo 68,73 ± 4,21 0,017 ± 0,002 4043 
Iproniazida 6,56 ± 0,76 7,54 ± 0,36 0,87 
Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 5 experimentos (n=5). ** Inactivo a 100 μM (mayor concentración 
estudiada, inhibición menor al 20%). A concentraciones superiores, los compuestos precipitan. aÍndice de selectividad 
MAO-B = [CI50 (MAO-A) / CI50 (MAO-B)]. bValor calculado considerando como CI50 frente a la MAO-B la mayor 
concentración estudiada (100 μM). 
 
5.1.9. Actividad inhibidora sobre las isoformas de la enzima MAO de  
4,4’-(3,5-dioxohepta-1,6-dien-1,7-diil)bis(7,8-dihidroxicumarina) (A1A) 
A1A es un análogo híbrido curcumina-cumarina que posee una actividad inhibidora 
similar sobre ambas isoformas de la MAO pero que, como se puede ver en la Tabla 26, 
resultó ser menos potente que la curcumina y menos selectivo sobre la MAO-B 
Tabla 26. Valores de CI50 o % de inhibición a concentración 100 μM (valor recogido entre paréntesis) de los 
compuestos estudiados e inhibidores de referencia sobre la actividad enzimática de las isoformas de la MAO, 
presentes en la fracción microsomal preparada a partir de células de insectos (BTI-TN-5B1-4) infectadas con 
baculovirus que contienen insertos de ADN responsables de la biosíntesis de la MAO-A o MAO-B humanas. 
COMPUESTO 
CI50 hMAO-A (μM) 
(% inhibición a 100  μM) 
CI50 hMAO-B (μM) 
(% inhibición a 100  μM) 
Índice de Selectividada 
(IS) 
A1A 27,05 ± 1,82 29,19 ± 1,96 0,93 
Curcumina 10,18 ± 0,68 1,78 ± 0,12 5,719 
Clorgilina 0,005 ± 0,0009 63,41 ± 1,20 0,000082 
R-(-)-deprenilo 68,73 ± 4,21 0,017 ± 0,002 4043 
Iproniazida 6,56 ± 0,76 7,54 ± 0,36 0,87 
Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 5 experimentos (n=5). aÍndice de selectividad MAO-B = [CI50 (MAO-A) / 
CI50 (MAO-B)].  
 
5.1.10. Actividad inhibidora sobre las isoformas de la enzima MAO de los 
derivados de 3-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina. 
Se estudió el efecto sobre la actividad inhibidora de ambas isoformas de la MAO de 
la presencia de 2 grupos hidroxilo en diferentes posiciones del núcleo de cumarina y 3 






Tabla 27. Valores de CI50 o % de inhibición a concentración 100 μM (valor recogido entre paréntesis) de los 
compuestos estudiados e inhibidores de referencia sobre la actividad enzimática de las isoformas de la MAO, 
presentes en la fracción microsomal preparada a partir de células de insectos (BTI-TN-5B1-4) infectadas con 
baculovirus que contienen insertos de ADN responsables de la biosíntesis de la MAO-A o MAO-B humanas. 
COMPUESTO 
CI50 hMAO-A (μM) 
(% inhibición a 100  μM) 
CI50 hMAO-B (μM) 
(% inhibición a 100  μM) 
Índice de Selectividada 
(IS) 
H1i5 (60,91% ± 4,09%) (45,76% ± 3,07%) - - - - -  
H1J4 (54,33% ± 3,64%) (45,81% ± 3,07%) - - - - - 
H1K5 (58,18% ± 3,90%) 26,18 ± 1,76 >3,82b 
H1L3 (51,50% ± 3,45%) (55,72% ± 3,74%) - - - - - 
Curcumina 10,18 ± 0,68 1,78 ± 0,12 5,719 
Clorgilina 0,005 ± 0,0009 63,41 ± 1,20 0,000082 
R-(-)-deprenilo 68,73 ± 4,21 0,017 ± 0,002 4043 
Iproniazida 6,56 ± 0,76 7,54 ± 0,36 0,87 
Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 5 experimentos (n=5). aÍndice de selectividad MAO-B = [CI50 (MAO-A) / 
CI50 (MAO-B)]. bValor calculado considerando como CI50 frente a la MAO-B la mayor concentración estudiada (100 
μM). 
Los derivados H1K5 y H1L3 con sustituyentes hidroxilo en posiciones 6 y 7 del 
núcleo de cumarina presentaron una mayor actividad inhibidora sobre la isoforma B de 
la MAO que los correspondientes derivados H1i5 y H1J4 en los que estos sustituyentes 
se localizan en posiciones 7 y 8 del núcleo de cumarina. 
Sin embargo, la posición de los grupos hidroxilo sobre el núcleo de cumarina, no 
parece afectar a la actividad de estos derivados sobre la MAO-A.  
5.1.11. Actividad inhibidora sobre las isoformas de la enzima MAO de los 
derivados de 4-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina 
Como se puede ver en la Tabla 28, estos derivados en los que el sustituyente 7-
fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-il se sitúa en la posición 4 del núcleo de cumarina 
resultaron ser inhibidores más potentes sobre ambas isoformas de la MAO que los 
descritos anteriormente, para los que este sustituyente se sitúa en la posición 3  
(Tabla 27). 
Se estudió cómo afecta a la actividad inhibidora de la MAO la posición de los 
sustituyentes hidroxilo tanto sobre el sustituyente fenilo como sobre el núcleo de 
cumarina de estos derivados. 
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Tabla 28. Valores de CI50 o % de inhibición a concentración 100 μM (valor recogido entre paréntesis) de los 
compuestos estudiados e inhibidores de referencia sobre la actividad enzimática de las isoformas de la MAO, 
presentes en la fracción microsomal preparada a partir de células de insectos (BTI-TN-5B1-4) infectadas con 
baculovirus que contienen insertos de ADN responsables de la biosíntesis de la MAO-A o MAO-B humanas. 
COMPUESTO 
CI50 hMAO-A (μM) 
(% inhibición a 100  μM) 
CI50 hMAO-B (μM) 
(% inhibición a 100  μM) 
Índice de Selectividada 
(IS) 
A1I 16,79 ± 1,13 16,30 ± 1,09 1,03 
A1K 4,72 ± 0,32 6,31 ± 0,42 0,75 
A1L 2,75 ± 0,18 4,63 ± 0,31 0,59 
B1I 16,44 ± 1,10 25,95 ± 1,74 0,63 
B1L 17,30 ± 1,16 (55,63% ± 3,73%) <1,73b 
I1I 14,47 ± 0,97 (40,60% ± 2,72%) <0,14b 
Curcumina 10,18 ± 0,68 1,78 ± 0,12 5,719 
Clorgilina 0,005 ± 0,0009 63,41 ± 1,20 0,000082 
R-(-)-deprenilo 68,73 ± 4,21 0,017 ± 0,002 4043 
Iproniazida 6,56 ± 0,76 7,54 ± 0,36 0,87 
 
Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 5 experimentos (n=5). ** Inactivo a 100 μM (mayor concentración 
estudiada, inhibición menor al 20%). A concentraciones superiores, los compuestos precipitan. aÍndice de selectividad 
MAO-B = [CI50 (MAO-A) / CI50 (MAO-B)]. bValor calculado considerando como CI50 frente a la MAO-B la mayor 
concentración estudiada (100 μM). 
 
En general, se observa que cuando los sustituyentes hidroxilo ocupan las posiciones 
7 y 8 sobre el núcleo de cumarina, los derivados presentan una mayor actividad sobre 
ambas isoformas de la MAO que aquellos en los que estos sustituyentes están en 
posiciones 6 y 7. Así, 7,8-dihidroxi-4-[7-(3’,4’,5’-trihidroxifenil)-3,5-dioxohepta-1,6-
dien-1-il]cumarina (A1L) resultó ser el derivado más potente de la serie tanto sobre 
MAO-A como sobre MAO-B y A1I y A1L resultaron ser inhibidores más potentes que 
los correspondientes derivados B1I y B1L, mientras que A1I y B1I presentaron una 
actividad similar sobre la isoforma A. En referencia a la posición de los sustituyentes 
hidroxilo sobre el sustituyente fenilo, su influencia en la actividad inhibidora de la 
MAO va a estar condicionada por la posición de los grupos hidroxilo sobre el núcleo de 
cumarina. Además, se observa que la introducción de un residuo aminoacídico sobre el 
anillo de fenilo (I1I) conduce a una disminución de la actividad sobre la MAO-B. 
5.1.12. Reversibilidad de la inhibición de la MAO-B 
Se seleccionaron algunos de los derivados de cumarina más potentes como 
inhibidores de MAO-B, correspondientes a las distintas series estudiadas, para conocer 






Como se observa en la Tabla 29, todos los derivados estudiados resultaron ser 
inhibidores reversibles; sin embargo, el grado de reversibilidad fue en todos los casos 
inferior al presentado por la isatina, un inhibidor reversible de la MAO-B utilizado 
como referencia. 
Tabla 29. Resultados de reversibilidad de la inhibición de hMAO-B para los derivados seleccionados e inhibidores 
de referencia. [a] Los valores representan la media ± e.e.m. de n = 2 experimentos. 
COMPUESTO Pendiente (ΔUF/t)[%][a] 
CUM10 56,50 ± 3,79 
CUM21 65,08 ± 4,37 
MJM197 31,99 ± 2,15 
MJM246 58,49 ± 3,92 
MJM277 59,30 ± 3,98 
MJM296 41,77 ± 2,80 
MJM320 62,42 ± 4,19 
MJM470 63,75 ± 4,28 
MC145 46,68 ± 3,13 
MC146 61,15 ± 4,10 
MC151 60,35 ± 4,05 
A1L 58,33 ± 3,01 
R-(-)-deprenilo 12,73 ± 1,85 
Isatina 88,63 ± 5,90 
 
3-Ciclohexilamido-4-hidroxicumarina (MJM197) presentó el menor porcentaje de 
reversibilidad de la inhibición de la MAO-B, aunque también para 3-(tiofen-2-
ilamido)cumarina (MJM296) y 3-(6-bromopiridazin-3-il)-6-metoxicumarina (MC145) 
la inhibición de la actividad enzimática se revirtió en un valor inferior al 50%. 
Por el contrario, 7-hidroxi-3-(3’,5’-dimetoxifenil)cumarina CUM21 resultó ser el 
inhibidor de la MAO-B más reversible entre los derivados de cumarina estudiados, 
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5.2. ACTIVIDAD INHIBIDORA SOBRE LAS ENZIMAS AChE Y BuChE DE LOS DERIVADOS 
DE CUMARINA 
En nuestros experimentos y bajo nuestras condiciones experimentales, la AChE 
presentó una constante de Michaelis (Km) de 35,27 ± 3,35 µM y una velocidad de 
reacción máxima (Vmáx) de 11,6 ± 1,01 nmoles/min/mg de proteína; por su parte, la 
BuChE mostró unos valores de Km de 104,28 ± 6,98 µM y Vmáx de 58,33 ± 5,05 
mmoles/min/mg de proteína. 
Los inhibidores de referencia y algunos de los compuestos estudiados inhibieron la 
actividad enzimática de una forma dependiente de la concentración. El agua Milli-Q® y 
el vehículo utilizado (DMSO) no tuvieron efecto farmacológico significativo en los 
ensayos. 
Los valores de CI50 de los compuestos estudiados (incluyendo los inhibidores de 
referencia) o el % de inhibición a concentración 100 µM sobre la actividad enzimática 
de AChE y BuChE, se indican en las diferentes tablas que se muestran a continuación. 
5.2.1. Actividad inhibidora sobre las enzimas AChE y BuChE de los derivados de 
3-fenilcumarina 
Los derivados 3-fenil-7-hidroxicumarina (CUMIa) y 3-fenil-5,7-dihidroxicumarina 
(JLG9b), a diferencia del resto de derivados de esta serie, carecen de sustituyentes 
sobre el fenilo de la posición 3; ambos presentan actividad sobre la enzima BuChE en el 
rango de concentración micromolar, como se puede observar en la Tabla 30. CUMIa 
con un único sustituyente hidroxilo localizado sobre el núcleo de cumarina, resultó el 
derivado de 3-fenilcumarina con mayor actividad sobre la BuChE.  
En general, se observa que el incremento en el número de sustituyentes hidroxilo en 
estos derivados conduce a una pérdida de la actividad sobre la BuChE. Además, el 
remplazo de los sustituyentes hidroxilo por metoxilo conduce igualmente a derivados 
inactivos sobre la BuChE. Ninguno de los derivados de esta serie presenta una 







Tabla 30. Valores de CI50 o % de inhibición a concentración 100 μM (datos recogidos entre paréntesis) de los 
compuestos estudiados e inhibidores de referencia sobre la actividad enzimática de la AChE y la BuChE. 
COMPUESTO 
AChE CI50 (µM) 
(% inhibición a 100 μM) 
BuChE CI50 (µM) 
(% inhibición a 100 μM) 
CUM9 ** ** 
CUM10 (23,20% ± 1,56%) ** 
CUM11 ** (38,95% ± 2,61%) 
CUM12 (20,98% ± 1,41%) (24,34% ± 1,63%) 
CUM21 ** ** 
CUM21C (21,21% ± 1,42%) (32,05% ± 2,15%) 
CUM32 ** (28,82% ± 1,93%) 
CUM41 ** ** 
CUM51 ** ** 
CUM61 ** (31,90% ± 2,14%) 
CUM71 (36,28% ± 2,43%) (35,61% ± 2,39%) 
CUM81 (24,81% ± 1,66%) (32,99% ± 2,21%) 
CUM91 ** (24,60% ± 1,65%) 
CUMa ** (44,44% ± 2,98%) 
CUMIa ** 11,27  ± 0,76 
SMA1 ** (56,15% ± 3,76%) 
SMB1 ** (39,51% ± 2,65%) 
JLG5b ** ** 
JLG9b (24,95% ± 1,67%) 25,68 ± 1,72 
JLG12b ** (31,05% ± 2,08%) 
MJM43b ** ** 
Tacrina 0,45 ± 0,03 0,15 ± 0,01 
Eserina 0,12 ± 0,01 0,15 ± 0,01 
Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 5 experimentos (n=5). ** Inactivo a 100 μM (mayor concentración 
estudiada, inhibición menor al 20%). A concentraciones superiores, los compuestos precipitan. 
 
5.2.2. Actividad inhibidora sobre las enzimas AChE y BuChE de los derivados de 
3-(tiofen-2-il)cumarina 
Como se observa en la Tabla 31, 7-hidroxi-3-(tiofen-2-il)cumarina (MJM451) 
resultó ser el derivado con mayor actividad de esta serie, inhibiendo la BuChE en el 
rango de concentración micromolar. De igual forma que para los derivados de 3-
fenilcumarina, la introducción de sustituyentes en este caso sobre el heteroarilo de la 
posición 3 de la cumarina, conduce a una pérdida de la actividad. Además, la posición 7 
del núcleo de cumarina parece más favorable para la introducción de un grupo 
hidroxilo, puesto que cuando este se sitúa en posición 8 se produce una pérdida de 
actividad. Lo mismo ocurre al incrementar el número de sustituyentes hidroxilo sobre el 
núcleo de cumarina. 
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Por otra parte, ninguno de los derivados de esta serie presenta actividad destacable 
sobre la AChE. 
Tabla 31. Valores de CI50 o % de inhibición a concentración 100 μM (datos recogidos entre paréntesis) de los 
compuestos estudiados e inhibidores de referencia sobre la actividad enzimática de la AChE y la BuChE. 
COMPUESTO 
AChE CI50 (µM) 
(% inhibición a 100 μM) 
BuChE CI50 (µM) 
(% inhibición a 100 μM) 
MJM450 ** (52,40% ± 3,52%) 
MJM451 (31,21% ± 2,09%) 13,06 ± 0,88 
MJM452 (29,59% ± 1,98%) (51,90% ± 3,48%) 
MJM465 (27,30% ± 1,83%) (36,77% ± 2,47%) 
MJM470 (28,94% ± 1,94%) ** 
MJM471 (24,18% ± 1,62%) ** 
Tacrina 0,45 ± 0,03 0,15 ± 0,01 
Eserina 0,12 ± 0,01 0,15 ± 0,01 
Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 5 experimentos (n=5). ** Inactivo a 100 μM (mayor concentración 
estudiada, inhibición menor al 20%). A concentraciones superiores, los compuestos precipitan. 
 
5.2.3 Actividad inhibidora sobre las enzimas AChE y BuChE de los derivados de  
3-(6-oxo-1,6-dihidropiridazin-3-il)cumarina 
Los derivados MC85 y MC86 no se pudieron evaluar sobre AChE y BuChE, pues 
precipitaron en el tampón fosfato utilizado en el experimento.  
Para los derivados de la serie de 3-(6-oxo-1,6-dihidropiridazin-3-il)cumarina, 
evaluados a concentración 100 µM, se observó que únicamente MC80 y MC81 
mostraron una ligera actividad sobre la BuChE, inhibiendo su actividad en 36,60% ± 
2,46% y 32,77% ± 2,20%, respectivamente.  
Ninguno de los derivados de esta serie presentó actividad inhibidora de la AChE 
superior al 20%. 
5.2.4 Actividad inhibidora sobre las enzimas AChE y BuChE de los derivados de  
3-(piridazin-3-il)cumarina 
Los derivados MC82, MC99, MC101, MC102, MC103, MC106, MC107 y 
MC108 no se pudieron evaluar como potenciales inhibidores de AChE y BuChE, pues 





Como se observa en la Tabla 32, ninguno de los derivados de esta serie, mostró 
actividad inhibidora destacable ni sobre la AChE ni sobre la BuChE. 
Tabla 32. Valores de CI50 o % de inhibición a concentración 100 μM (datos recogidos entre paréntesis) de los 
compuestos estudiados e inhibidores de referencia sobre la actividad enzimática de la AChE y la BuChE. 
COMPUESTO 
AChE CI50 (µM) 
(% inhibición a 100 μM) 
BuChE CI50 (µM) 
(% inhibición a 100 μM) 
MC93 ** ** 
MC100 ** ** 
MC104 (22,78% ± 1,53%) ** 
MC105 ** ** 
MC124 ** ** 
MC143 ** ** 
MC144 ** ** 
MC145 ** ** 
MC146 ** ** 
MC147 (27,87% ± 1,87%) ** 
MC148 ** ** 
MC149 ** (27,01% ± 1,81%) 
MC150 ** ** 
MC151 ** ** 
MC152 ** ** 
MC153 ** ** 
MC154 ** (30,46% ± 2,04%) 
MC155 (34,41% ± 2,31%) ** 
MC156 ** ** 
MC157 ** (20,16% ± 1,35%) 
MC158 ** ** 
MC159 ** ** 
Tacrina 0,45 ± 0,03 0,15 ± 0,01 
Eserina 0,12 ± 0,01 0,15 ± 0,01 
Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 5 experimentos (n=5). ** Inactivo a 100 μM (mayor concentración 
estudiada, inhibición menor al 20%). A concentraciones superiores, los compuestos precipitan. 
 
5.2.5 Actividad inhibidora sobre las enzimas AChE y BuChE de los derivados de  
3-benzamidocumarina  
En la Tabla 33 se observa que la presencia de sustituyentes sobre el anillo 
bencénico de la amida en posición 3 de la cumarina, es esencial para la actividad 
inhibidora de la AChE de estos derivados. 3-Benzamidocumarina (MJM246) y 3-
benzamido-4-hidroxicumarina (MJM256) que carecen de estos sustituyentes resultaron 
inactivos. Los sustituyentes metilo, cloro o nitro en la posición para de este anillo 
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bencénico originaron derivados más potentes que el sustituyente metoxilo en la misma 
posición; así MJM249, MJM253 y MJM255 son inhibidores más potentes de AChE 
que MJM247. Además, la presencia de grupos metoxilo adicionales sobre el anillo 
bencénico de la amida condujo a una pérdida de actividad, MJM247 es un inhibidor de 
AChE más potente que MJM252 y MJM223.  
Tabla 33. Valores de CI50 o % de inhibición a concentración 100 μM (datos recogidos entre paréntesis) de los 
compuestos estudiados e inhibidores de referencia sobre la actividad enzimática de la AChE y la BuChE. 
COMPUESTO 
AChE CI50 (µM) 
(% inhibición a 100  μM) 
BuChE CI50 (µM) 
(% inhibición a 100  μM) 
MJM223 (25,03% ± 1,68%) ** 
MJM229 ** ** 
MJM246 ** ** 
MJM247 69,47 ± 4,66 ** 
MJM249 18,38 ± 1,23 (29,73% ± 1,99%) 
MJM252 ** ** 
MJM253 18,71 ± 1,26 ** 
MJM254 15,01 ± 1,01 ** 
MJM255 12,89 ± 0,86 ** 
MJM256 ** ** 
MJM257 ** ** 
MJM258 ** ** 
MJM259 ** ** 
MJM260 ** ** 
MJM261 ** ** 
MJM280 ** ** 
MJM324 41,37 ± 2,80 (41,63% ± 2,79%) 
Tacrina 0,45 ± 0,03 0,15 ± 0,01 
Eserina 0,12 ± 0,01 0,15 ± 0,01 
Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 5 experimentos (n=5). ** Inactivo a 100 μM (mayor concentración 
estudiada, inhibición menor al 20%). A concentraciones superiores, los compuestos precipitan. 
 
Un sustituyente hidroxilo en posición 4 del núcleo de cumarina conduce a una 
pérdida de la actividad inhibidora de la AChE como se puede comprobar al comparar 
los derivados MJM257 vs MJM247, MJM259 vs MJM249, MJM260 vs MJM253, 
MJM280 vs MJM254 y MJM261 vs MJM255. 
La presencia de un sustituyente metilo en posición 7 del núcleo de cumarina, 
conduce también a una pérdida de actividad; así MJM324 resultó 2,25 veces menos 





Ninguno de los derivados de esta serie presentó una actividad inhibidora de BuChE 
destacable. 
5.2.6 Actividad inhibidora sobre las enzimas AChE y BuChE de los derivados de  
3-ciclohexilamidocumarina y 3-heteroarilamidocumarina  
Los sustituyentes ciclohexilamido o heteroarilamido en posición 3 de la cumarina 
no parecen adecuados para obtener derivados con actividad inhibidora de ChE. Los 
derivados MJM296, MJM313 y MJM321, que son los únicos de la serie con actividad 
inhibidora superior al 20% sobre AChE presentan heteroarilos de diferente naturaleza 
(tiofeno, furano o piridina), lo que indica que la naturaleza del heteroarilo tiene escasa 
influencia sobre su actividad (Tabla 34). 
Tabla 34. Valores de CI50 o % de inhibición a concentración 100 μM (datos recogidos entre paréntesis) de los 
compuestos estudiados e inhibidores de referencia sobre la actividad enzimática de la AChE y la BuChE. 
COMPUESTO 
AChE CI50 (µM) 
(% inhibición a 100  μM) 
BuChE CI50 (µM) 
(% inhibición a 100  μM) 
MJM195 ** ** 
MJM197 ** ** 
MJM296 (38,69% ± 2,60%) ** 
MJM297 ** ** 
MJM312 ** ** 
MJM313 (25,41% ± 1,70%) ** 
MJM320 ** ** 
MJM321 (29,16% ± 1,96%) ** 
Tacrina 0,45 ± 0,03 0,15 ± 0,01 
Eserina 0,12 ± 0,01 0,15 ± 0,01 
Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 5 experimentos (n=5). ** Inactivo a 100 μM (mayor concentración 
estudiada, inhibición menor al 20%). A concentraciones superiores, los compuestos precipitan. 
 
5.2.7 Actividad inhibidora sobre las enzimas AChE y BuChE de los derivados de  
7-benzamido-4-metilcumarina 
7-(4’-Clorobenzamido)-4-metilcumarina (MJM277) resultó ser el derivado con 
mayor actividad inhibidora de esta serie, presentando una CI50 ≈ 100 µM tanto sobre 
AChE como sobre BuChE. La sustitución en posición para de la benzamida con grupos 
metilo, metoxilo o nitro parece menos favorable para la actividad inhibidora de ChE, ya 
que estos derivados presentan una actividad similar o incluso inferior a la 7-benzamido-
4-metilcumarina (MJM272) como se puede ver en la Tabla 35. 
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Tabla 35. Valores de CI50 o % de inhibición a concentración 100 μM (datos recogidos entre paréntesis) de los 
compuestos estudiados e inhibidores de referencia sobre la actividad enzimática de la AChE y la BuChE. 
COMPUESTO 
AChE CI50 (µM) 
(% inhibición a 100 μM) 
BuChE CI50 (µM) 
(% inhibición a 100 μM) 
MJM272 (21,44% ±1,44%) (24,19% ± 1,62) 
MJM273 ** (27,20% ± 1,82%) 
MJM275 ** ** 
MJM276 ** ** 
MJM277 (46,22% ± 3,10%) (51,27% ± 3,44%) 
MJM279 (27,81% ± 1,86%) ** 
Tacrina 0,45 ± 0,03 0,15 ± 0,01 
Eserina 0,12 ± 0,01 0,15 ± 0,01 
Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 5 experimentos (n=5). ** Inactivo a 100 μM (mayor concentración 
estudiada, inhibición menor al 20%). A concentraciones superiores, los compuestos precipitan. 
 
5.2.8 Actividad inhibidora sobre las enzimas AChE y BuChE de los derivados de  
7-heteroarilmido-4-metilcumarina y 7-alquilamido-4-metilcumarina 
El reemplazo del grupo benzamido de la posición 7 de la cumarina por un grupo 
heteroarilamido o alquilamido no contribuyó a la obtención de inhibidores más potentes 
de ChE. 
Tabla 36. Valores de CI50 o % de inhibición a concentración 100 μM (datos recogidos entre paréntesis) de los 
compuestos estudiados e inhibidores de referencia sobre la actividad enzimática de la AChE y la BuChE. 
COMPUESTO 
AChE CI50 (µM) 
(% inhibición a 100 μM) 
BuChE CI50 (µM) 
(% inhibición a 100 μM) 
MJM286 ** (27,92% ± 1,87%) 
MJM340 (30,88% ± 2,07%) (38,03% ± 2,55%) 
MJM341 (23,63% ± 1,58%) (28,54% ± 1,91%) 
MJM430 ** (21,73% ± 1,46%) 
MJM508 ** (20,40% ± 1,37%) 
MJM509 ** ** 
MJM511 ** ** 
Tacrina 0,45 ± 0,03 0,15 ± 0,01 
Eserina 0,12 ± 0,01 0,15 ± 0,01 
Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 5 experimentos (n=5). ** Inactivo a 100 μM (mayor concentración 
estudiada, inhibición menor al 20%). A concentraciones superiores, los compuestos precipitan. 
 
Si bien ninguno de los derivados de estas series mostró una marcada actividad 
inhibidora sobre AChE ni BuChE, en la Tabla 36 se observa que los derivados de 7-





7-heteroarilamidocumarina (MJM340 y MJM341) presentan una actividad similar 
sobre AChE y BuChE.  
5.2.9 Actividad inhibidora sobre las enzimas AChE y BuChE de  
3,3’-(3,5-dioxohepta-1,6-dien-1,7-diil)biscumarina y de los derivados de  
4,4’-(3,5-dioxohepta-1,6-dien-1,7-diil)biscumarina 
Como se puede observar en la Tabla 37, 3,3’-(3,5-dioxohepta-1,6-dien-1,7-
diil)biscumarina (H1i2) resultó ser el derivado con mayor actividad inhibidora de AChE 
y BuChE en estas series. A concentración 100 µM, presenta una actividad similar a la 
curcumina sobre la BuChE pero menor sobre la AChE. El cambio de posición del 
espaciador 3,5-dioxohepta-1,6-dien-1,7-diil de la posición 3 de las cumarinas a la 
posición 4, conduce a una pérdida de la actividad. 
Tabla 37. Valores de CI50 o % de inhibición a concentración 100 μM (datos recogidos entre paréntesis) de los 
compuestos estudiados e inhibidores de referencia sobre la actividad enzimática de la AChE y la BuChE. 
COMPUESTO 
AChE CI50 (µM) 
(% inhibición a 100 μM) 
BuChE CI50 (µM) 
(% inhibición a 100 μM) 
H1i2 (47,58% ± 3,19%) (39,44% ± 2,64%) 
A1A ** (21,45% ± 1,44%) 
B1B ** ** 
Curcumina (64,83% ± 4,34%) (35,46% ± 2,38%) 
Tacrina 0,45 ± 0,03 0,15 ± 0,01 
Eserina 0,12 ± 0,01 0,15 ± 0,01 
Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 5 experimentos (n=5). ** Inactivo a 100 μM (mayor concentración 
estudiada, inhibición menor al 20%). A concentraciones superiores, los compuestos precipitan. 
 
5.2.10 Actividad inhibidora sobre las enzimas AChE y BuChE de los derivados de 
3-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina 
Como se observa en la Tabla 38, los derivados H1J2, H1K3 y H1L2 presentan una 
actividad similar sobre AChE y BuChE, siendo su actividad sobre la AChE inferior a la 
presentada por la curcumina. H1i5 resultó el derivado más selectivo con actividad sobre 
BuChE. Ninguno de los derivados mostró una marcada actividad sobre ninguna de las 
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Tabla 38. Valores de CI50 o % de inhibición a concentración 100 μM (datos recogidos entre paréntesis) de los 
compuestos estudiados e inhibidores de referencia sobre la actividad enzimática de la AChE y la BuChE. 
COMPUESTO 
AChE CI50 (µM) 
(% inhibición a 100 μM) 
BuChE CI50 (µM) 
(% inhibición a 100 μM) 
H1i3 ** ** 
H1i5 ** (43,26% ± 2,90%) 
H1J2 (38,47% ± 2,58%) (36,08% ± 2,42%) 
H1J4 ** ** 
H1K3 (47,69% ± 3,20%) (50,94% ± 3,41%) 
H1K5 ** (21,37% ± 1,43%) 
H1L2 (42,88% ± 2,87%) (46,63% ± 3,12%) 
H1L3 ** ** 
Curcumina (64,83% ± 4,34%) (35,46% ± 2,38%) 
Tacrina 0,45 ± 0,03 0,15 ± 0,01 
Eserina 0,12 ± 0,01 0,15 ± 0,01 
Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 5 experimentos (n=5). ** Inactivo a 100 μM (mayor concentración 
estudiada, inhibición menor al 20%). A concentraciones superiores, los compuestos precipitan. 
 
5.2.11 Actividad inhibidora sobre las enzimas AChE y BuChE de los derivados de 
4-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina 
Ninguno de los derivados de esta serie, estudiados a concentración 100 µM,  
presentó un porcentaje de inhibición superior al 20 % sobre BuChE o AChE, por lo que 


















5.3. ACTIVIDAD INHIBIDORA SOBRE LA ENZIMA BACE1 DE DERIVADOS DE CUMARINA 
Se llevó a cabo un primer cribado de la actividad inhibidora de BACE1 de algunos 
compuestos, seleccionados en las distintas series estudiadas, que se consideraron 
representativos de las mismas. Los compuestos evaluados fueron: 
— Los derivados de 3-fenilcumarina CUM41, CUM21C, CUM71, CUMa y CUMIa 
— Los derivados de 3-(tiofen-2-il)cumarina MJM451 y MJM452 
— Los derivados de 3-(6-oxo-1,6-dihidropiridazin-3-il)cumarina MC74, MC78 y 
MC84 
— 3-(6-Metoxipiridazin-3-il)-6-metilcumarina (MC93) 
— Los derivados de 3-benzamidocumarina MJM246 y MJM256 
— Los derivados de 3-heteroarilamidocumarina MJM296, MJM297, MJM312 
MJM313, MJM320, MJM321 
— 7-Benzamido-4-metilcumarina (MJM272) 
— 7-Acetamido-4-metilcumarina  (MJM430) 
— 4-Metil-7-(tiofen-2-ilamido)cumarina (MJM340) 
— 3,3’-(3,5-dioxohepta-1,6-dien-1,7-diil)biscumarina (H1i2) 
— Los derivados de 3-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina H1J4 y H1K3  
Únicamente los derivados CUM71, MJM340 y MC78 inhibieron la actividad de la 
enzima BACE1 en un porcentaje superior al 20% cuando fueron evaluados utilizando 
una concentración 100 µM de los mismos. Para estos derivados se obtuvieron los 
valores de CI50 que se presentan en la Tabla 39. 
Posteriormente se llevó a cabo un segundo cribado evaluando la actividad 
inhibidora de BACE1 de otros derivados correspondientes a las mismas series que 
aquellos que habían presentado actividad. Se evaluaron entonces: 
— Los derivados de 3-fenilcumarina CUM11, CUM21, CUM81 y SMA1 
— Los derivados de 3-(6-oxo-1,6-dihidropiridazin-3-il)cumarina MC91, MC96, 
MC97 y MC98 
— 7-(Furan-2-ilamido)-4-metilcumarina (MJM341)  
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Desafortunadamente, en el segundo cribado ninguno de los derivados de cumarina 
evaluados mostró una actividad inhibidora de BACE1 destacable. Los compuestos 
MC93 y MC100 inhibieron la actividad enzimática entre el 20-25 %, utilizando una 
concentración 100 M de los mismos.  
Los resultados obtenidos no permitieron establecer una relación entre su estructura 
y la actividad inhibidora de BACE1.  
Tabla 39. Valores de CI50 de los compuestos estudiados e inhibidor de referencia sobre la actividad enzimática de la 
BACE1. Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 3 experimentos (n=3). 
COMPUESTO BACE1 CI50 (µM) 
CUM71 54,39 ± 3,65 
MJM340 34,49 ± 2,31 
MC78 65,22 ± 4,38 












5.4. ACTIVIDAD INHIBIDORA SOBRE LA ENZIMA COX-1 DE DERIVADOS DE CUMARINA 
Se evaluó la posible actividad inhibidora de COX-1 de los derivados de 3-
fenilcumarina, de los derivados de 4,4’-(3,5-dioxohepta-1,6-dien-1,7-diil)biscumarina), 
de los derivados de 3-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina  y 4-(7-fenil-3,5-
dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina descritos en la Tabla 2, Tabla 12, Tabla 13 y Tabla 
14 respectivamente. 
Para algunos de los derivados de 3-fenilcumarina se evaluó además su actividad 
sobre la isoforma COX-2. 
El agua Milli-Q® y el DMSO utilizados como vehículo no tuvieron efecto 
farmacológico significativo en los experimentos. 
5.4.1. Actividad inhibidora sobre la enzima COX de los derivados de  
3-fenilcumarina 
En general, aquellos derivados que presentan 3 ó más grupos hidroxilo en su 
estructura inhibieron la COX-1, excepto CUM21C, CUM91 y JLG5b que resultaron 
inactivos. 
En la Tabla 40 se observa que 3-(3’,4’,5’-trihidoxifenil)cumarina (SMA1) resultó 
ser el mejor inhibidor de COX-1 de esta serie, con una potencia casi 6 veces mayor que 
la indometacina y 9 veces mayor que diclofenaco, dos fármacos utilizados como 
inhibidores de referencia. La sustitución de este derivado con grupos hidroxilo sobre el 
núcleo de cumarina, condujo a una disminución de la actividad. SMA1 presenta mayor 
actividad que 6-hidroxi-3-(3’,4’,5’-trihidroxifenil)cumarina (CUM11) y  
7-hidroxi-3-(3’,4’,5’-trihidroxifenil)cumarina (CUM71) y estos, mayor actividad que 
6,8-dihidroxi-(3’,4’,5’-trhidroxifenil)cumarina (CUM61) y 6,7-dihidroxi-(3’,4’,5’-
trhidroxifenil)cumarina (SMB1). 
Por el contrario para aquellos derivados que presentan únicamente 1 ó 2 
sustituyentes hidroxilo en posiciones meta  o  para  sobre el fenilo de la posición 3 de la 
cumarina, el incremento de los sustituyentes hidroxilo sobre el núcleo de cumarina 
conduce a un incremento de la actividad. CUM21C, CUM41, CUM81, CUM91, 
CUMIa con un único sustituyente hidroxilo en el núcleo de cumarina resultaron 
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inactivos. Además es necesario que estos se localicen en posiciones alternas; 7,8-
dihidroxi-3-(3’,4’-dihidroxifenil)cumarina (JLG5b) es inactivo mientras mientras  5,7-
dihidroxi-3-(3’,4’-dihidroxifenil)cumarina (JLG12b) presenta actividad. 
Tabla 40. Valores de CI50 o % de inhibición a concentración 100 μM (datos recogidos entre paréntesis) de los 
compuestos estudiados e inhibidores de referencia sobre la actividad enzimática de las isoformas de la COX. 
COMPUESTO 
COX-1 CI50 (μM) 
(% inhibición a 100 μM) 
COX-2 CI50 (μM) 
(% inhibición a 100 μM) 
CUM9 ** ND 
CUM10 ** ND 
CUM11 18,30 ± 2,70 16,4 ± 1,10 
CUM12 ** ND 
CUM21 ** ** 
CUM21C ** ** 
CUM32 20,20 ± 1,36 (21,39% ± 1,43%) 
CUM41 ** ** 
CUM51 3,23 ± 0,22 (25,89% ± 1,73%) 
CUM61 22,41 ± 1,50 (66,50% ± 4,46%) 
CUM71 9,55 ± 0,60 8,44 ± 0,60 
CUM81 ** ** 
CUM91 ** ** 
CUMa ** ** 
CUMIa ** (35,32% ± 2,37%) 
SMA1 2,04 ± 0,14 3,68 ± 0,25 
SMB1 20,95 ± 1,41 13,33 ± 0,89 
JLG5b ** ND 
JLG9b 25,95 ± 1,74 ND 
JLG12b 55,86 ± 3,75 ND 
MJM43b ** ND 
Indometacina 12,16 ± 1,16 35,20 ± 1,41 
Diclofenaco 18,23 ± 1,73 23,62 ± 1,97 
Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 3 experimentos (n=3). ** Inactivo a 100 μM (mayor concentración 
estudiada, inhibición menor al 20%). A concentraciones superiores, los compuestos precipitan. ND: No determinado. 
 
También se observa que la sustitución en posición para del fenilo en posición 3 de 
la cumarina es más desfavorable para la actividad que la sustitución en posición meta. 
6,8-Dihidroxi-3-(3’,5’-dihidroxifenil)cumarina (CUM51) presenta una elevada 
actividad, pero esta se reduce en  6,8-dihidroxi-3-(3’,4’,5’-trihidroxifenil)cumarina 





7-metoxi-3-(4-metoxifenil)cumarina (CUM9) resultó inactivo y el reemplazo de 
uno (CUM10 y CUM12) o ambos (CUM 41) sustituyentes metoxilo por grupos 
hidroxilo, no mejoró su actividad. También CUM21 y MJM43b que combinan 
sustituyentes hidroxilo en el núcleo de cumarina, con sustituyentes metoxilo en el fenilo 
en posición 3, resultaron inactivos. 
Para algunos de los derivados se estudió también su actividad inhibidora de COX-2. 
Los tres derivados de 3-(3’,4’,5’-trihidoxifenil)cumarina, SMA1, CUM11 y CUM71, 
presentan una actividad similar sobre ambas isoformas, siendo más potentes como 
inhibidores de la COX-2 que la indometacina o el diclorofenaco. CUM51 carece de 
actividad inhibidora de la COX-2, siendo por tanto un inhibidor potente y selectivo de la 
isoforma COX-1. 
5.4.2. Actividad inhibidora sobre la enzima COX-1 de los derivados de  
4,4’-(3,5-dioxohepta-1,6-dien-1,7-diil)biscumarina 
Como se observa en la Tabla 41, la presencia de grupos hidoxilo en posiciones 6 y 
7 de los núcleos de cumarina (B1B) originó un derivado con mayor actividad sobre 
COX-1 que su localización en posiciones 7 y 8 (A1A). 
Tabla 41. Valores de CI50 o % de inhibición a concentración 100 μM (datos recogidos entre paréntesis) de los 
compuestos estudiados e inhibidores de referencia sobre la actividad enzimática de la COX-1. 
COMPUESTO 
COX-1 CI50 (μM) 
(% inhibición a 100 μM) 
A1A ** 
B1B (42,54% ± 2,85%) 
Indometacina 12,16 ± 1,16 
Diclofenaco 18,23 ± 1,73 
Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 3 experimentos (n=3). ** Inactivo a 100 μM (mayor concentración 
estudiada, inhibición menor al 20%). A concentraciones superiores, los compuestos precipitan. 
 
5.4.3. Actividad inhibidora sobre la enzima COX-1 de los derivados  
3-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina y 4-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-
dien-1-il)cumarina 
Ninguno de los derivados de 3-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina 
inhibió, a una concentración de 100 µM, la actividad enzimática de la COX-1 en un 
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porcentaje superior al 20 %. Sin embargo, el cambio del sustituyente 7-fenil-3,5-
dioxohepta-1,6-dien-1-il de la posición 3 a la posición 4 de la cumarina, originó 
derivados que, en su mayoría, presentaron actividad. 
Para los derivados B1K, J1J y K1K, a pesar de que presentan un elevado 
porcentaje de inhibición de la actividad enzimática cuando son evaluados a 
concentración 100 μM (Tabla 42), una pequeña reducción de la concentración supuso 
la pérdida de su actividad. 
Tabla 42. Valores de CI50 o % de inhibición a concentración 100 μM (datos recogidos entre paréntesis) de los 
compuestos estudiados e inhibidores de referencia sobre la actividad enzimática de la COX-1. 
COMPUESTO 
COX-1 CI50 (μM) 
(% inhibición a 100  μM) 
A1I (29,30%± 1,96%) 
A1J 18,87 ± 1,27 
A1K ** 
A1L 62,60 ± 4,19 
B1I (45,33%± 3,04%) 
B1K (64,39% ± 4,31%) 
B1L (45,17%± 3,03%) 
I1I 34,33 ± 2,30 
J1J (65,16%± 4,37%) 
K1K (73,63% ± 4,93%) 
L1L 43,47 ± 2,91 
Indometacina 12,16 ± 1,16 
Diclofenaco 18,23 ± 1,73 
Cada valor de CI50 es la media ± e.e.m. de 3 experimentos (n=3). ** Inactivo a 100 μM (mayor concentración 
estudiada, inhibición menor al 20%). A concentraciones superiores, los compuestos precipitan.  
 
En general, la sustitución de al menos una de las posiciones meta del fenilo unido a 
la cadena alquílica, favorece la actividad inhibidora de COX-1. A1I y B1I que no 
presentan esta sustitución fueron dos de los derivados que presentaron menor actividad.  
Los dos derivados más potentes de la serie (A1J y I1I), presentan dos sustituyentes 
hidroxilo en posiciones 7 y 8 del núcleo de cumarina, mientras que los tres sustituyentes 
sobre el fenilo unido a la cadena alquílica están en posiciones orto, meta y para. El 
derivado A1J presenta tres grupos hidroxilos mientras que en I1I, el hidroxilo en orto 





Todos los derivados con residuos aminoacídicos en su molécula (I1I, J1J, K1K y 
L1L), presentaron actividad inhibidora de COX-1. 
La influencia sobre la actividad de las posiciones que ocupan los sustituyentes 
hidroxilo sobre el núcleo de cumarina (6 y 7 ó 7 y 8) depende de la naturaleza y 
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5.5. CAPACIDAD DE NEUTRALIZACIÓN DE RADICALES LIBRES DE LOS DERIVADOS DE 
CUMARINA 
Se evaluó la serie completa de los derivados de 3-fenilcumarina, 3-(tiofen-2-
il)cumarina, algunos derivados  seleccionados con estructura de 3-piridazinilcumarina, 
3-amidocumarina y 7-amidocumarina y las distintas series de análogos híbridos 
cumarina-curcumina.  
Se hizo un cribado inicial estudiando la actividad de estos derivados a concentración 
100 µM, obteniendo los resultados que se muestran en las Gráficas 1-5. Para aquellos 
derivados que, a esta concentración, presentaron un porcentaje elevado de captación de 
radicales libres, se estudió su actividad a diferentes concentraciones para obtener las 
CE50 que se muestran en las Tablas 43-46. 
Los derivados MJM312 y MJM320 no pudieron ser evaluados puesto que 
reaccionaron con el reactivo utilizado (DPPH•).   
































































































Gráfica 1. Porcentaje de neutralización del radical DPPH. por los derivados de 3-fenilcumarina (100 μM) y la 
vitamina C utilizada como referencia (100 µM). Cada valor de % de captación es la media ± e.e.m. de 3 
experimentos (n=3).  
 
En la Gráfica 1 se observa que los derivados CUM11, CUM61, CUM71, SMA1, 
SMB1, JLG12b, JLG5b y MJM43b, a concentración 100 μM, poseen una alta 
actividad secuestradora del radical DPPH.. Los porcentajes de neutralización estuvieron 





superiores a la vitamina C (fármaco de referencia).  Sus valores de CE50 se detallan en 
la Tabla 43. 
Tabla 43. CE50 de los derivados de 3-fenilcumarina con mayor actividad secuestradora del radical DPPH• y de la 
vitamina C (fármaco de referencia). Cada valor de CE50 es la media ± e.e.m. de 3 experimentos (n=3).   
COMPUESTO CE50 (μM) 
CUM11 2,96 ± 0,20 
CUM61 42,45 ± 2,84 
CUM71 4,10 ± 0,27 
SMA1 5,46 ± 0,37 
SMB1 2,59 ± 0,17 
JLG5b 2,83 ± 0,19 
JLG12b 18,72 ± 1,25 
MJM43b 5,98 ± 0,40 
Vitamina C 5,02 ± 0,34 
 
Estudiando la relación entre la estructura química de estos derivados y su actividad, 
se observa que los derivados más potentes son aquellos que presentan en su estructura 
dos o tres grupos hidroxilo en posiciones contiguas bien sobre el fenilo de la posición 3 
o sobre el núcleo de cumarina. 
La presencia de sustituyentes hidroxilo sobre la estructura de 3-fenilcumarina es 
necesaria para la actividad. CUM9, el único derivado que carece de grupos hidroxilo, es 
el único de la serie que no presenta ninguna actividad. Aunque la actividad se 
incrementa al aumentar estos sustituyentes, es más importante la posición que estos 
ocupan, como se comentó previamente. 
5.5.2. Capacidad de neutralización de radicales libres de los derivados de  
3-(tiofen-2-il)cumarina 
De igual forma que se describió para los derivados de 3-fenilcumarina, los 
derivados de 3-(tiofen-2-il)cumarina que presentan grupos hidroxilo en posiciones 
contiguas del núcleo de cumarina,  MJM452 y MJM471, fueron los que presentaron 
mayor actividad (Gráfica 2). Los valores de CE50 para estos derivados aparecen en la 
Tabla 44. 

























































Gráfica 2. Porcentaje de neutralización del radical DPPH. por los derivados de 3-(tiofen-2-il)cumarina (100 μM) y 
la vitamina C utilizada como referencia (100 µM). Cada valor de % de captación es la media ± e.e.m. de 3 
experimentos (n=3).  
 
 
Tabla 44. CE50 de los derivados de 3-(tiofen-2-il)cumarina con mayor actividad secuestradora del radical DPPH• y la 
vitamina C (fármaco de referencia). Cada valor de CE50 es la media ± e.e.m. de 3 experimentos (n=3).   
COMPUESTO CE50 (μM) 
MJM452 9,20 ± 0,62 
MJM471 5,82 ± 0,39 
Vitamina C 5,02 ± 0,34 
 
 
5.5.3. Capacidad de neutralización de radicales libres de los derivados de  
3-(6-oxo-1,6-dihidropiridazin-3-il)cumarina y 3-(piridazin-3-il)cumarina 
Se realizó un cribado preliminar de los derivados de estas series evaluando la 
actividad de MC78, MC99, MC100, MC101, MC105, MC107, MC149, MC151, 
MC152 y MC157. Todos ellos resultaron totalmente inactivos. 
5.5.4. Capacidad de neutralización de radicales libres de los derivados de  
3-benzamido-4-hidroxicumarina, 3-ciclohexilamido-4-hidroxicumarina y  
3-heteroarilamido-4-hidroxicumarina 
Los mejores resultados corresponden a los derivados de 3-benzamido-4-
hidroxicumarina (Gráfica 3). La sustitución del anillo bencénico por tiofeno 
(MJM297), furano (MJM313) o piridina (MJM321) condujo a una disminución de la 
actividad. El derivado 3-ciclohexilamido-4-hidroxicumarina (MJM 197) resultó el 



















































































Gráfica 3. Porcentaje de neutralización del radical DPPH. por los derivados de 3-benzamido-4-hidroxicumarina, 3-
ciclohexilamido-4-hidroxicumarina y 3-heteroarilamido-4-hidroxicumarina (100 μM) y la vitamina C utilizada como 
referencia (100 µM). Cada valor de % de captación es la media ± e.e.m. de 3 experimentos (n=3).  
 
5.5.5. Capacidad de neutralización de radicales libres de los derivados  
de 7-benzamido-4-metilcumarina, 7-alquilamido-4-metilcumarina y  
7-heteroarilamido-4-metilcumarina 
Se seleccionaron para el cribado preliminar los derivados MJM276, MJM340 y 
MJM341 que fueron evaluados a concentración 100 µM. Todos ellos, que carecen de 
grupos hidroxilo en su estructura, resultaron inactivos. 
5.5.6. Capacidad de neutralización de radicales libres de los derivados de  
3,3’-(3,5-dioxohepta-1,6-dien-1,7-diil)biscumarina y 4,4’-(3,5-dioxohepta-1,6-dien-
1,7-diil)biscumarina 
H1i2, A1A y B1B presentan el mismo número de grupos hidroxilo en su estructura; 
sin embargo, mientras B1B, en el que los grupos hidroxilo se encuentran en posiciones 
6 y 7 de los núcleos de cumarina, presenta cierta actividad, H1i2 y A1A donde ocupan 
las posiciones 7 y 8, resultaron inactivos (Tabla 45). 
Tabla 45. Porcentaje de neutralización del radical DPPH. por los derivados de 3,3’-(3,5-dioxohepta-1,6-dien-1,7-
diil)biscumarina y 4,4’-(3,5-dioxohepta-1,6-dien-1,7-diil)biscumarina y la vitamina C (fármaco de referencia), todos 
ellos a concentración 100 µM. Cada valor de % de captación es la media ± e.e.m. de 3 experimentos (n=3).  
COMPUESTO 
CAPTACIÓN DE RADICALES LIBRES 
(en % de neutralización de DPPH) 
H1i2 ** 
A1A ** 
B1B 31,03% ± 2,08% 
Vitamina C 89,47% ± 5,99% 
** Inactivo a 100 μM (mayor concentración estudiada). A concentraciones superiores, los compuestos precipitan. 
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5.5.7. Capacidad de neutralización de radicales libres de los derivados de  
3-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina 
Como se observa en la Gráfica 4, estos derivados presentan una actividad 
moderada o nula como secuestradores de radicales libres. En general, los derivados con 
mayor actividad son los que presentan tres grupos hidroxilo en posiciones contiguas del 
sustituyente fenilo. H1i3, H1K3 y H1K5 que no presentan esta característica, resultaron 























































Gráfica 4. Porcentaje de neutralización del radical DPPH. por los derivados de 3-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-
1-il)cumarina (100 μM) y la vitamina C utilizada como referencia (100 µM). Cada valor de % de captación es la 




5.5.8. Capacidad de neutralización de radicales libres de los derivados de  
4-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina 
En general, como se observa en la Gráfica 5, los derivados de esta serie 
presentaron actividad como secuestradores de radicales libres, algunos de ellos (B1K, 
B1L, J1J, K1K y L1L) con porcentajes de captación similares a la vitamina C, usada 
como referencia, cuando fueron evaluados a concentración 100 µM. 
A1K y I1I, a pesar de presentar las dos características estructurales que se 
describieron en otros derivados con actividad, elevado número de grupos hidroxilo (4 ó 
5), y estos ocupando posiciones contiguas sobre la cumarina o el sustituyente fenilo, 
























































Gráfica 5. Porcentaje de neutralización del radical DPPH. por los derivados de  3-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-
1-il)cumarina (100 μM) y la vitamina C utilizada como referencia (100 µM). Cada valor de % de captación es la 
media ± e.e.m. de 3 experimentos (n=3).  
 
 
Tabla 46. CE50 de los derivados de 4-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina con mayor actividad 
secuestradora del radical DPPH• y la vitamina C (fármaco de referencia). Cada valor de CE50 es la media ± e.e.m. de 
3 experimentos (n=3).   
COMPUESTO CE50 (μM)  
A1J 13,02 ± 0,87 
A1L 13,60 ± 0,91 
B1K 7,84 ± 0,53 
B1L 26,50 ± 1,78 
J1J 16,44 ± 1,10 
K1K 10,30 ± 0,69 
L1L 15,41 ± 1,03 
Vitamina C 5,02 ± 0,34 
 
En la Tabla 46 se observa que el derivado B1K  en el que los sustituyentes  
hidroxilo ocupan las posiciones 6 y 7 sobre el núcleo de cumarina resultó el más potente 
de la serie. En general, la presencia de un residuo aminoacídico (K1K y L1L) condujo a 
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5.6. ACTIVIDAD NEUROTÓXICA Y NEUROPROTECTORA DE LOS DERIVADOS DE 
CUMARINA 
5.6.1. Actividad neurotóxica y neuroprotectora de los derivados 3-fenilcumarina 
Se evaluó inicialmente la posible actividad neurotóxica de estos derivados, a 
concentración 10 µM, tanto sobre neuronas de corteza motora de rata (cultivo primario) 
como sobre las células de línea SH-SY5Y. El porcentaje de viabilidad celular tras 24h 






















































































Gráfica 6. Evaluación del posible efecto neurotóxico de los derivados de 3-fenilcumarina sobre neuronas de corteza 
motora de rata. Las células se incubaron con las moléculas objeto de estudio a concentración 10 μM disueltas en 
DMSO (1%). Los resultados se expresan como  % de viabilidad frente al grupo control (DMSO) en, al menos, 5 






















































































 Gráfica 7. Evaluación del posible efecto neurotóxico de los derivados de 3-fenilcumarina sobre células SH-SY5Y 
(neuroblastoma humano). Las células se incubaron con las moléculas objeto de estudio a concentración 10 μM 
disueltas en DMSO (1%). Los resultados se expresan como % de viabilidad frente al grupo control (DMSO) en, al 






Como se observa en la Gráfica 6, en general, los derivados 3-fenilcumarina no 
presentaron neurotoxicidad en cultivos primarios de neuronas de rata a la concentración 
evaluada a excepción del compuesto CUM10, que mostró un efecto neurotóxico 
estadísticamente significativo respecto al control. 
En la Gráfica 7 se observa que todos los derivados de 3-fenilcumarina estudiados, a 
una concentración 10 µM, carecen de toxicidad sobre las células SH-SY5Y. El 
compuesto CUM10 que presentó toxicidad sobre las células de corteza motora de 
cultivo primario, carece de neurotoxicidad estadísticamente significativa en este modelo 
celular.  
Una vez comprobado que, de forma general, los derivados de 3-fenilcumarina no 
presentan efecto neurotóxico, se evaluó su posible actividad neuroprotectora frente a un 































































































Gráfica 8. Efectos neuroprotectores de los derivados de 3-fenilcumarina sobre neuronas de corteza motora de rata. 
Las células se incubaron con las moléculas objeto de estudio a concentración 10 μM disueltas en DMSO (1%) y con 
H2O2 (100 µM). Los resultados se expresan como % de viabilidad frente al grupo control (DMSO) en, al menos, 5 
experimentos ± e.e.m. El análisis estadístico se realizó en relación al grupo tratado con DMSO + H2O2. *P<0,05, 
****P<0,0001, #P<0,0001 frente al grupo tratado solo con DMSO.  
En general, los derivados con mayor efecto neuroprotector frente a H2O2 en las 
neuronas de cultivo primario obtenido a partir de corteza motora, fueron aquellos que 
presentaron dos o tres grupos hidroxilo en el fenilo de la posición 3 de la cumarina 
(Gráfica 8). 
SMA1, CUM11 y CUM71 presentan tres grupos hidroxilos en meta y para del 
sustituyente fenilo en posición 3 del núcleo de cumarina (CUM11 y CUM71). Para 
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estos derivados, un grupo hidroxilo adicional en el núcleo cumarina permite mantener la 
actividad neuroprotectora; sin embargo aquellos derivados que combinan tres hidroxilos 
sobre el fenilo de la posición 3 con dos grupos hidroxilo en el núcleo de cumarina 
(CUM61 y SMB1) carecen de actividad neuroprotectora.  
Los derivados que presentan dos sustituyentes hidroxilo o metoxilo en posiciones 
meta y para del fenilo en posición 3 de la cumarina (JLG5b, JLG12b y MJM43b) 
mostraron actividad neuroprotectora independientemente de la posición que ocupen los 
dos sustituyentes hidroxilo sobre el núcleo de cumarina. Sin embargo, cuando ambos 
están en posición meta es necesario que uno de los grupos hidroxilo sobre la cumarina 
se localice en posición 6; CUM21 y CUM21C resultaron inactivos mientras que 
CUM51 y CUM91 presentaron actividad neuroprotectora. 6-Hidroxi-(4’-
hidroxifenil)cumarina (CUM81) fue el único derivado con un único hidroxilo sobre el 
sustituyente fenilo y el núcleo de cumarina que presentó actividad neuroprotectora. 
El compuesto CUM41, parece potenciar la neurotoxicidad producida por H2O2 en 
las neuronas de cultivo primario. 
En la Gráfica 9 se muestran los resultados obtenidos al estudiar los posibles efectos 
neuroprotectores frente a H2O2 (100 µM) de los nuevos derivados de 3-fenilcumarinas, a 
una concentración 10 µM, en células SH-SY5Y. La neurotoxicidad inducida por el 
H2O2 en este modelo celular fue menor que la inducida en neuronas de cultivo primario. 
Para algunos de los derivados que presentaron efecto neuroprotector sobre las 
neuronas de cultivo primario, no se observa este efecto sobre las células SH-SY5Y 
tratadas con H2O2 (100 µM). Mantuvieron su efecto neuroprotector CUM91, SMA1, 
JLG5b y MJM43b. Este efecto se observó además, en este modelo celular, para los 
derivados CUM21 y CUM21C. A excepción de SMA1, todos los derivados con 
actividad presentan dos sustituyentes sobre el fenilo de la posición 3 en posiciones 
meta/para o meta, además de 1 ó 2 grupos hidroxilo en diferentes posiciones del núcleo 




































































































Gráfica 9. Efectos neuroprotectores de los derivados de 3-fenilcumarina sobre células SH-SY5Y. Las células se 
incubaron con las moléculas objeto de estudio a concentración 10 μM disueltas en DMSO (1%) y con H2O2 (100 
µM). Los resultados se expresan como % de viabilidad frente al grupo control (DMSO) en, al menos, 5 experimentos 
± e.e.m. *P<0,05, **P<0,005, ****P<0,0001, #P<0,0001 frente al grupo tratado solo con DMSO. 
 
Si analizamos los derivados JLG5b y MJM43b y los comparamos con JLG12b, 
podemos observar que, para estructuras con dos sustituyentes iguales hidroxilo o 
metoxilo en las posiciones meta/para del fenilo, la presencia de dos grupos hidroxilos 
en las posiciones 7 y 8 del núcleo de cumarina, les confiere actividad neuroprotectora 
mientras que JLG12b, con esos dos hidroxilos en posiciones 5 y 7 del núcleo de 
cumarina carece de esta actividad en células SH-SY5Y. 
5.6.2. Actividad neurotóxica y neuroprotectora de los derivados de  
3-(tiofen-2-il)cumarina 
En la Gráfica 10 se muestran los resultados obtenidos al estudiar el posible efecto 
neurotóxico de los derivados de 3-(tiofen-2-il)cumarina, a una concentración 10 µM, en 
neuronas de corteza motora de rata (cultivo primario). Únicamente el derivado 
MJM450, disminuyó la viabilidad celular de forma estadísticamente significativa.  
Se evaluó entonces, el posible efecto neuroprotector de estos derivados frente a 
H2O2 en el mismo modelo celular (Gráfica 11).  
 















































Gráfica 10. Evaluación del posible efecto neurotóxico de los derivados de 3-(tiofen-2-il)cumarina sobre neuronas de 
corteza motora de rata. Las células se incubaron con las moléculas objeto de estudio a concentración 10 μM 
disueltas en DMSO (1%). Los resultados se expresan como % de viabilidad frente al grupo control (DMSO) en, al 



















































Gráfica 11. Efectos neuroprotectores de los derivados de 3-(tiofen-2-il)cumarina sobre neuronas de corteza motora 
de rata. Las células se incubaron con las moléculas objeto de estudio a concentración 10 μM disueltas en DMSO 
(1%) y con H2O2 (100 µM). Los resultados se expresan como % de viabilidad frente al grupo control (DMSO) en, al 
menos, 5 experimentos ± e.e.m. ****P<0,0001, #P<0,0001 frente al grupo tratado solo con DMSO. 
 
Los derivados MJM452 y MJM471, ambos con dos grupos hidroxilo en las 
posiciones 7 y 8 del núcleo de la cumarina, presentan actividad neuroprotectora frente a 
H2O2 en neuronas de corteza motora de rata (cultivo primario). Esta misma sustitución 
resultó adecuada para la actividad neuroprotectora de los derivados de 3-fenilcumarina 
antes descritos. Los otros derivados de la serie de 3-(tiofen-2-il)cumarinas, que carecen 







5.6.3. Actividad neurotóxica y neuroprotectora de los derivados de  
3-(piridazin-3-il)cumarina 
Se evaluó inicialmente la posible actividad neurotóxica de algunos de los derivados 
de esta serie, a concentración 10 µM, tanto sobre neuronas de corteza motora de fetos 
de rata (cultivo primario) como sobre las células de línea SH-SY5Y. La selección de los 
derivados a evaluar se realizó teniendo en cuenta su actividad como IMAO-B (CI50 
























































































Gráfica 12. Evaluación del posible efecto neurotóxico de los derivados seleccionados de 3-(piridazin-3-il)cumarina 
sobre neuronas de corteza motora de rata. Las células se incubaron con las moléculas objeto de estudio a 
concentración 10 μM disueltas en DMSO (1%). Los resultados se expresan como % de viabilidad frente al grupo 
control (DMSO) en, al menos, 5 experimentos ± e.e.m. *P<0,05, **P<0,005, ***P<0,001, ****P<0,0001. 
 
Los derivados MC99, MC144, MC150, MC151, MC152 y MC159 presentaron 
una toxicidad estadísticamente significativa para las neuronas de cultivo primario, como 
se observa en la Gráfica 12. Todos ellos presentan un átomo de halógeno (Cl o Br) en 
la posición 6 del anillo de piridazina y otro en posición 6, 7 ó 8 del núcleo de cumarina, 
excepto MC99 que en la posición 6 del núcleo de cumarina presenta un grupo metilo. 
Sin embargo, otros derivados con estas mismas características estructurales no 
presentaron toxicidad. 
La toxicidad de estos derivados desaparece sobre células de línea SH-SY5Y, como 
se puede observar en la Gráfica 13. Sobre este modelo celular, únicamente MC157 
mostró un efecto neurotóxico que resultó estadísticamente significativo. 
 





















































































Gráfica 13. Evaluación del posible efecto neurotóxico de los derivados seleccionados de 3-(piridazin-3-il)cumarina 
sobre células SH-SY5Y. Las células se incubaron con las moléculas objeto de estudio a concentración 10 μM 
disueltas en DMSO (1%). Los resultados se expresan como % de viabilidad frente al grupo control (DMSO) en, al 
menos, 5 experimentos ± e.e.m. 
 
Una vez evaluada la neurotoxicidad de estos derivados, se evaluó su posible 
actividad neuroprotectora frente a H2O2 (100 µM) en los dos modelos celulares, el 























































































Gráfica 14. Efectos neuroprotectores de los derivados seleccionados de 3-(piridazin-3-il)cumarina sobre neuronas 
de corteza motora de rata. Las células se incubaron con las moléculas objeto de estudio a concentración 10 μM 
disueltas en DMSO (1%) y con H2O2 (100 µM). Los resultados se expresan como % de viabilidad frente al grupo 
control (DMSO) en, al menos, 5 experimentos ± e.e.m. #P<0,0001 frente al grupo tratado solo con DMSO. 
 
En la Gráfica 14, se observa que aunque algunos de los derivados parecen tener 
una tendencia a proteger las neuronas de cultivo primario de corteza motora frente a 































































































Gráfica 15. Efectos neuroprotectores de los derivados seleccionados de 3-(piridazin-3-il)cumarina sobre células 
SH-SY5Y. Las células se incubaron con las moléculas objeto de estudio a concentración 10 μM disueltas en DMSO 
(1%) y con H2O2 (100 µM). Los resultados se expresan como % de viabilidad frente al grupo control (DMSO) en, al 
menos, 5 experimentos ± e.e.m. #P<0,0001 frente al grupo tratado solo con DMSO. 
Los derivados de 3-(piridazin-3-il)cumarina evaluados carecen también de actividad 
neuroprotectora frente a H2O2 (100 µM) en las células de línea SH-SY5Y, como se 
observa en la Gráfica 15. 
A diferencia de otros análogos híbridos resveratrol-cumarina previamente 
estudiados, los derivados de 3-(piridazin-3-il)cumarina evaluados carecen de grupos 
hidroxilo en su estructura, lo que podría justificar la ausencia de actividad 
neuroprotectora de estas moléculas. 
5.6.4. Actividad neurotóxica y neuroprotectora de los derivados de  
3-ciclohexilamido-4-hidroxicumarina, 3-benzamido-4-hidroxicumarina y  
3-heteroarilamidocumarina 
En las distintas series de 3-amidocumarinas (Tablas 6-8) se seleccionaron aquellos 
derivados que presentan un grupo hidroxilo en posición 4, pero también los derivados 
de 3-heteroarilamida que carecen de este grupo hidroxilo. 
Se estudió su posible efecto neurotóxico, a concentración 10 µM, sobre neuronas de 
cultivo primario de corteza motora de fetos de rata. En la Gráfica 16 se observa que 
ninguno de estos derivados presenta actividad neurotóxica en este modelo celular a la 
concentración estudiada.  


















































































Gráfica 16. Evaluación del posible efecto neurotóxico de los derivados seleccionados de 3-amidocumarina sobre 
neuronas de corteza motora de rata. Las células se incubaron con las moléculas objeto de estudio a concentración 
10 μM disueltas en DMSO (1%). Los resultados se expresan como % de viabilidad frente al grupo control (DMSO) 
en, al menos, 5 experimentos ± e.e.m. 
Una vez comprobado que carecen de toxicidad, se evaluó también su actividad 
neuroprotectora frente a H2O2 (100 µM). 
Como se observa en la Gráfica 17, los derivados 4-hidroxi-3-(3’,4’,5’-
trimetoxibenzamido)cumarina (MJM229) y 3-(4’-clorobenzamido)-4-hidroxicumarina 
(MJM260) presentan una actividad neuroprotectora que fue estadísticamente 
significativa frente al grupo control. Aunque no es posible establecer una relación entre 
la estructura química y la actividad de los derivados de 3-benzamidocumarina, no 
parece que el grupo hidroxilo de la posición 4 sea determinante para la actividad puesto 
que la mayoría de los derivados, presentando esa sustitución, resultaron inactivos. Los 
derivados de 3-ciclohexilamidocumarina y 3-heteroarilamidocumarina resultaron 
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Gráfica 17. Efectos neuroprotectores de los derivados seleccionados de 3-amidocumarina sobre neuronas de corteza 
motora de rata. Las células se incubaron con las moléculas objeto de estudio a concentración 10 μM disueltas en 
DMSO (1%) y con H2O2 (100 µM). Los resultados se expresan como % de viabilidad frente al grupo control 






5.6.5. Actividad neurotóxica y neuroprotectora de los derivados de 7-benzamido-4-
metilcumarina, 7-alquilamido-4-metilcumarina y 7-heteroarilamido-4-
metilcumarina 
Se evaluó la posible actividad neurotóxica de estos derivados, a concentración 10 
µM, tanto sobre neuronas de corteza motora de rata (cultivo primario) como sobre las 
células de línea SH-SY5Y. El porcentaje de viabilidad celular tras 24h de tratamiento se 









































































Gráfica 18. Evaluación del posible efecto neurotóxico de los derivados de 7-amidocumarina sobre neuronas de 
corteza motora de rata. Las células se incubaron con las moléculas objeto de estudio a concentración 10 μM 
disueltas en DMSO (1%). Los resultados se expresan como % de viabilidad frente al grupo control (DMSO) en, al 
menos, 5 experimentos ± e.e.m. 
 
Ninguno de los derivados de 7-amidocumarina mostró toxicidad en las neuronas de 
cultivo primario de corteza motora a la concentración estudiada (10 µM) como se puede 
observar en la Gráfica 18.  Sin embargo, en la Gráfica 19 se muestra que los derivados 
MJM273, MJM275, MJM277, MJM279 que presentan un único sustituyente en 
posición para del anillo bencénico del sustituyente benzamida en posición 7 y la 7-
(tiofen-2-ilamido)cumarina (MJM340) presentan una toxicidad que resultó 
estadísticamente significativa frente al control (células tratadas con DMSO) en células 
SH-SY5Y. Por tanto, contrariamente a lo esperado, los derivados de 7-amidocumarina 
estudiados presentaron menos problemas de toxicidad sobre neuronas de cultivo 
primario de corteza motora que sobre células de línea SH-SY5Y. 
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Gráfica 19. Evaluación del posible efecto neurotóxico de los derivados de 7-amidocumarina sobre células SH-SY5Y. 
Las células se incubaron con las moléculas objeto de estudio a concentración 10 μM disueltas en DMSO (1%). Los 


















































































Gráfica 20. Efectos neuroprotectores de los derivados de 7-amidocumarina sobre neuronas de corteza motora de 
rata. Las células se incubaron con las moléculas objeto de estudio a concentración 10 μM disueltas en DMSO (1%) y 
con H2O2 (100 µM). Los resultados se expresan como % de viabilidad frente al grupo control (DMSO) en, al menos, 
5 experimentos ± e.e.m. #P<0,0001 frente al grupo tratado solo con DMSO. 
 
Adicionalmente se estudió el posible efecto neuroprotector de estos derivados frente 
a H2O2 (100 µM) en los mismos modelos celulares en los que se estudió su 
neurotoxicidad. Como se puede observar en las Gráficas 20 y 21, estos derivados, a la 
concentración estudiada, 10 µM, carecen de actividad neuroprotectora tanto sobre las 
neuronas de cultivo primario de corteza motora como sobre las células de línea SH-
SY5Y. Al igual que los derivados de 3-(piridazin-3-il)cumarina, estos derivados de 7-
amidocumarina carecen de grupos hidroxilo en su estructura, lo que podría explicar la 





















































































Gráfica 21. Efectos neuroprotectores de los derivados de 7-amidocumarina sobre células SH-SY5Y (neuroblastoma 
humano). Las células se incubaron con las moléculas objeto de estudio a concentración 10 μM disueltas en DMSO 
(1%) y con H2O2 (100 µM). Los resultados se expresan como % de viabilidad frente al grupo control (DMSO) en, al 
menos, 5 experimentos ± e.e.m. #P<0,0001 frente al grupo tratado solo con DMSO. 
 
 
5.6.6. Actividad neurotóxica y neuroprotectora de 3,3’-(3,5-dioxohepta-1,6-dien-
1,7-diil)biscumarina (H1i2) y de los derivados de 3-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-
dien-1-il)cumarina  
Se evaluó la actividad neurotóxica de estos derivados, a concentración 10 µM, en 
células de línea SH-SY5Y. En la Gráfica 22 se puede observar que H1i2 y H1L3 



















































Gráfica 22. Evaluación del posible efecto neurotóxico de los análogos híbridos curcumina-curcumina sobre células 
SH-SY5Y. Las células se incubaron con las moléculas objeto de estudio a concentración 10 μM disueltas en DMSO 
(1%) y con H2O2 (100 µM). Los resultados se expresan como % de viabilidad frente al grupo control (DMSO) en, al 
menos, 5 experimentos ± e.e.m. *P<0,05, ****P<0,0001. 
Se estudió también su posible efecto neuroprotector frente a H2O2 (100 µM), tanto 
en neuronas de cultivo primario de corteza motora como en células de línea SH-SY5Y.  
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Como se puede observar en la Gráfica 23, ninguna de las moléculas estudiadas 
presentó un efecto neuroprotector que resultase estadísticamente significativo frente al 
control en las neuronas de cultivo primario de corteza motora. Este efecto tampoco se 

























































Gráfica 23. Efectos neuroprotectores de los análogos híbridos curcumina-cumarina sobre neuronas de corteza 
motora de rata. Las células se incubaron con las moléculas objeto de estudio a concentración 10 μM disueltas en 
DMSO (1%) y con H2O2 (100 µM). Los resultados se expresan como % de viabilidad frente al grupo control 
(DMSO) en, al menos, 5 experimentos ± e.e.m. #P<0,0001 frente al grupo tratado solo con DMSO. 
 
Sin embargo, en la Gráfica 24 se observa que H1J4 y H1K5 ejercieron un efecto 
neuroprotector que fue estadísticamente significativo frente al grupo control en las 
células de línea SH-SY5Y. Los resultados obtenidos no permiten establecer una 


























































Gráfica 24. Efectos neuroprotectores de los derivados de cumarina-curcumina sobre células SH-SY5Y. Las células 
se incubaron con las moléculas objeto de estudio a concentración 10 μM disueltas en DMSO (1%) y con H2O2 100 
µM. Los resultados se expresan como % de viabilidad frente al grupo control (DMSO + H2O2) en, al menos, 5 





5.6.7. Actividad neurotóxica y neuroprotectora de los derivados de  
4,4’-(3,5-dioxohepta-1,6-dien-1,7-diil)biscumarina y 4-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-
dien-1-il)cumarina  
Estos derivados reaccionan con alguno de los componentes del medio de cultivo 
utilizado para el crecimiento de las células de línea SH-SY5Y, por lo que no se 
pudieron estudiar sus efectos en este modelo celular. 
En la Gráfica 25 se observa que los derivados B1B, I1I y L1L, a concentración 10 
µM, exhibieron actividad neuroprotectora en neuronas de cultivo primario de corteza 
























































Gráfica 25. Efectos neuroprotectores de los análogos híbridos curcumina-cumarina sobre neuronas de corteza 
motora de rata. Las células se incubaron con las moléculas objeto de estudio a concentración 10 μM disueltas en 
DMSO (1%) y con H2O2 (100 µM). Los resultados se expresan como % de viabilidad frente al grupo control 




5.6.8. Actividad neurotóxica y neuroprotectora de nanopartículas biodegradables 
de los derivados de 3-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina  
En los cultivos celulares se observó que algunos de estos análogos híbridos 
curcumina-cumarina presentaban problemas de solubilidad en el medio de cultivo. Por 
ello, los derivados H1J4, H1K5 y H1i2 se formularon en nanopartículas biodegradables 
para una nueva evaluación de su efecto neurotóxico y neuroprotector que se realizó en 
células de línea SH-SY5Y.  
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 En la Gráfica 26 se muestra que, excepto para H1J4, las nanopartículas 
biodegradables de los diferentes derivados a concentración 1 µM, resultaron tóxicos 
para las células, observándose una viabilidad celular inferior al grupo control que fue 
estadísticamente significativa. Sin embargo, a medida que la concentración de los 



































































































































** **** ** ****
 
Gráfica 26. Evaluación del posible efecto neurotóxico sobre células SH-SY5Y de los análogos híbridos curcumina-
cumarina formulados como nanopartículas biodegradables. Las células se incubaron con las moléculas objeto de 
estudio a distintas concentraciones. Los resultados se expresan como % de viabilidad frente al grupo control 
(Células) en, al menos, 5 experimentos ± e.e.m. **P<0,005, **** P<0,0001. 
En los estudios de la actividad neuroprotectora frente a H2O2 (100 µM), se observó 
que formulados en nanopartículas, los derivados H1K5, H1J4 y H1i2, a baja 
concentración (10 nM), presentaban una actividad neuroprotectora estadísticamente 
significativa. 
Por tanto, al mejorar la penetración en las células, estos derivados pasan de 
presentar un efecto neurotóxico, cuando se tratan los cultivos con una concentración 10 























































































































































Gráfica 27. Efectos neuroprotectores sobre células SH-SY5Y de los análogos curcumina-cumarina formulados como 
nanopartículas biodegradables. Las células se incubaron con las moléculas objeto de estudio a diferentes 
concentraciones y con H2O2 100 µM. Los resultados se expresan como % de viabilidad frente al grupo control 
(Células + H2O2) en, al menos, 5 experimentos ± e.e.m. **P<0,005, ***P<0,001, ****P<0,0001, #P<0,0001 frente 
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5.7. REGULACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO (ERO) 
Se seleccionaron para su estudio los derivados de 3-fenilcumarina SMA1 y JLG5b 
con actividad neuroprotectora frente a H2O2 tanto en neuronas de cultivo primario de 
corteza motora como en células de línea SH-SY5Y y CUM71 y el derivado de 3-
(tiofen-2-il)cumarina MJM471 ambos con actividad neuroprotectora frente a H2O2 en 
células SH-SY5Y. 
Se evaluó la generación intracelular de ERO por las células de línea SH-SY5Y 
como consecuencia del tratamiento con H2O2 (100 µM) utilizando la sonda fluorescente 
DFCDA, que incrementa su fluorescencia cuando se generan radicales libres dentro de 
la célula.  
En la Gráfica 28,  se observa una reducción significativa de las ERO cuando las 
células se pre-trataron durante 24 h con CUM71, JLG5b y sobre todo con MJM471 
que mostró un descenso en la producción de ERO similar al producido por plumbagin 
utilizado como fármaco de referencia. Por tanto, estos resultados sugieren que la 
protección celular ejercida por estos derivados de cumarina, frente a la toxicidad 








































Gráfica 28. Efecto del pre-tratamiento de los derivados de cumarina seleccionados y plumbagin (control negativo) a 
concentración 10 M sobre la producción de ERO por células SH-SY5Y en presencia de H2O2 (100 M). ABC: área 
bajo la curva. Los resultados son expresados como la media de 3 experimentos ± e.e.m. y fueron normalizados como 






CUM71, JLG5b, MJM471 presentan uno o dos grupos hidroxilo sobre el núcleo 
de cumarina mientras que SMA1 presenta tres grupos hidroxilo sobre el sustituyente 
fenilo en la posición 3 de la cumarina. Además, en los dos derivados de cumarina con 
mayor actividad, JLG5b y MJM471, los dos grupos hidroxilo están en posiciones 
contiguas (7 y 8) del núcleo de cumarina. 
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5.8. EXPRESIÓN DE NF-ΚB, NRF2, CASP3 Y TNF- 
Se seleccionaron los derivados de 3-fenilcumarina SMA1 y JLG5b, ambos con 
efecto neuroprotector frente a H2O2 tanto en neuronas de cultivo primario de corteza 
motora como en células de línea SH-SY5Y, para evaluar las posibles modificaciones 
que pudieran producir en la expresión de NF-κB, Nrf2, Casp3 y TNF-, mediante la 
técnica de RT-qPCR.  
Las posibles modificaciones en la expresión de NF-κB, Nrf2, Casp3 y TNF- 
producidas por el tratamiento durante 24 h con los derivados de cumarina SMA1 y 
JLG5b se estudiaron en células SH-SY5Y que no recibieron ningún tratamiento 
adicional y en células tratadas con H2O2 (100 µM). 
 
Gráfica 29. Niveles relativos de ARNm codificante de NFκB, Nrf2, Casp3 y TNFα en células SH-SY5Y tratadas con 
los derivados SMA1 y JLG5b (10 M) o el vehículo (DMSO 1%). Los valores de expresión fueron corregidos por los 
valores de expresión de β-actina. Cada barra representa la media de ± eem de 3 experimentos (n=3). 
 
En la Gráfica 29 se observa que los niveles relativos de ARNm codificante de NF-
κB, Nrf2, Casp3 y TNF- no muestran cambios significativos en las células tras el 






SMA1 presentó una ligera tendencia a disminuir la expresión de Nf-κB, Nrf2 y 
Casp3, mientras JLG5b mostró una tendencia a incrementar la expresión de Nrf2, un 
gen que protege frente a la apoptosis inducida por H2O2, aumentando la expresión de 
diferentes enzimas antioxidantes como SOD1, CAT, GPX, HO-1, GSTP-1, para 
mantener la homeostasia redox. 
 
 
Gráfica 30. Niveles relativos de ARNm codificante de NF-κB, Nrf2, Casp3 y TNF-α en células SH-SY5Y tratadas con 
SMA y JLG5b (10 M), o el vehículo (DMSO) y H2O2 (100 M). Los valores de expresión fueron corregidos por los 
valores de expresión de β-actina. Cada barra representa la media de ± eem de 3 experimentos. 
 
En la Gráfica 30 se observa que igual que ocurrió en las células no tratadas con 
H2O2, el tratamiento con SMA1 y JLG5b no produjo cambios significativos en la 
expresión de NF-κB, Nrf2, Casp3 y TNF- frente al control, células tratadas con el 
vehículo (DMSO 1%). 
Se observó una ligera tendencia a un incremento de la expresión de Casp3 en las 
células tratadas con SMA1 en presencia de H2O2 y una tendencia a disminuir la 
expresión de Nrf2 en las células tratadas con JL5b, reduciéndose las diferencias que 
existían respecto al control en ausencia de H2O2. 
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5.9.  PROPIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS DE LOS DERIVADOS DE CUMARINA Y PREDICCIÓN 
TEÓRICA DE PASO A TRAVÉS DE BHE 
Como se comentó previamente en el apartado de “Material y Métodos”,  para el 
cálculo de las propiedades físico-químicas de los derivados de cumarina se utilizó el 
programa informático MolInspiration. Se calcularon el coeficiente de reparto 
octanol/agua (LogP), el área de superficie polar de la molécula (TPSA), el número de 
átomos y peso molecular (PM) de cada estructura, el número de enlaces ON y OHNH, 
así como el volumen (VM) y el número de enlaces rotables (rotb); todas estas son 
propiedades que condicionan el paso de los compuestos a través de membranas 
biológicas. El paso a través de BHE se predijo teóricamente utilizando el programa 
“CBligand-BBB predictor”. Las Tablas 47-56 muestran la existencia o ausencia de 
violaciones en la regla de Lipinski que da una idea de su biodisponibilidad y la 
predicción teórica de paso a través de BHE.  
5.9.1. Propiedades fisicoquímicas y predicción de paso a través de BHE para los 
derivados de 3-fenilcumarina 
En la Tabla 47 se puede observar que los derivados de 3-fenilcumarina presentan, 
en general, una liposolubilidad (LogP) similar o incluso superior a los fármacos de 
referencia, siendo CUM9, CUM10, CUM12, CUM21, CUMa y CUMIa los más 
liposolubles con valores de reparto octanol/agua (LogP) superiores a 3,00; en todos los 
casos, este valor es inferior a 5 por lo que tampoco deberían de presentar problemas 
para disolverse en el medio acuoso del organismo. Por el contrario CUM11, CUM51, 
CUM61, CUM71, SMB1 y JLG12b, son los que muestran una menor liposolubilidad 
con valores de LogP inferiores a 2,0 pero similares a los que presenta la eserina, usada 
como fármaco de referencia. El mayor valor de TPSA encontrado para estos derivados 
de cumarina, está vinculado a la presencia de un mayor número de grupos hidroxilo en 
la molécula. 
Otras propiedades como el número de átomos, el peso molecular, el número de 
enlaces ON y OHNH, el volumen (MV) y el número de enlaces rotables son 
comparables a las presentadas por los fármacos de referencia, especialmente la eserina, 






Ninguno de ellos presenta violaciones de la regla de Lipinski,  por tanto, al menos 
teóricamente, todos ellos tienen propiedades adecuadas para atravesar las membranas 
biológicas. Sin embargo, la predicción teórica de paso a través de BHE indica que solo 
CUMa y CUMIa tienen las propiedades adecuadas para cruzarla. 
Tabla 47. Propiedades moleculares de los derivados de 3-fenilcumarina calculadas utilizando el programa 
informático MolInspiration y predicción teórica de su paso a través de BHE utilizando el programa informático 
CBLigand-BBB 















CUM9 3,83 48,68 21 282,30 4 0 3 251,09 0 - 
CUM10 3,29 59,67 20 268,27 4 1 2 233,56 0 - 
CUM11 1,97 111,12 21 286,24 6 4 1 232,07 0 - 
CUM12 3,29 59,67 20 268,27 4 1 2 233,56 0 - 
CUM21 3,28 68,91 22 298,29 5 1 3 259,11 0 - 
CUM21C 2,20 90,90 20 270,24 5 3 1 224,05 0 - 
CUM32 2,46 90,90 20 270,24 5 3 1 224,05 0 - 
CUM41 2,76 70,67 19 254,24 4 2 1 216,03 0 - 
CUM51 1,91 111,12 21 286,24 6 4 1 232,07 0 - 
CUM61 1,68 131,35 22 302,24 7 5 1 240,08 0 - 
CUM71 1,97 111,12 21 286,24 6 4 1 232,07 0 - 
CUM81 2,76 70,67 19 254,24 4 2 1 216,03 0 - 
CUM91 2,20 90,90 20 270,24 5 3 1 224,05 0 - 
CUMa 3,26 50,44 18 238,24 3 1 1 208,01 0 + 
CUMIa 3,23 50,44 18 238,24 3 1 1 208,01 0 + 
SMA1 2,48 90,90 20 270,24 5 3 1 224,05 0 - 
SMB1 1,49 131,35 22 302,24 7 5 1 240,08 0 - 
JLG5b 2,01 111,12 21 286,24 6 4 1 232,07 0 - 
JLG9b 2,94 70,67 19 254,24 4 2 1 216,03 0 - 
JLG12b 1,97 111,12 21 286,24 6 4 1 232,07 0 - 
MJM43b 2,62 89,14 23 314,29 6 2 3 267,12 0 - 
Deprenilo 2,26 3,24 13 173,26 1 0 3 185,84 0 + 
Tacrina 3,05 38,92 15 198,27 2 2 0 191,53 0 + 
Eserina 1,94 44,81 20 275,35 5 1 2 261,48 0 + 
 
 
5.9.2. Propiedades fisicoquímicas y predicción de paso a través de BHE para los 
derivados de 3-(tiofen-2-il)cumarina 
Como se ha comentado para los derivados de 3-fenilcumarina, los derivados de 3-
(tiofen-2-il)cumarina, teóricamente, poseen propiedades físico-químicas adecuadas 
(Tabla 48) para una buena disponibilidad. MJM465 presenta el mayor valor de LogP, 
combinado con una baja TPSA, comparable a la mostrada por la eserina. 
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A pesar de que todos ellos presentan unas propiedades físico-químicas que 
teóricamente son adecuadas para el paso a través de membranas, la predicción teórica 
indica que MJM452 y MJM471, ambos con dos sustituyentes hidroxilo sobre el núcleo 
de cumarina, que presentan un valor de TPSA superior a 70, no son capaces de atravesar 
la BHE. 
Tabla 48. Propiedades moleculares de los derivados de 3-(tiofen-2-il)cumarina calculadas utilizando el programa 
informático MolInspiration y predicción teórica de su paso a través de BHE utilizando el programa informático 
CBLigand-BBB 















MJM450 3,06 50,44 17 244,27 3 1 1 198,73 0 + 
MJM451 2,82 50,44 17 244,27 3 1 1 198,73 0 + 
MJM452 2,56 70,67 18 260,27 4 2 1 206,74 0 - 
MJM465 3,99 50,44 18 323,17 3 1 1 216,61 0 + 
MJM470 3,76 50,44 18 323,17 3 1 1 216,61 0 + 
MJM471 3,49 70,67 19 339,17 4 2 1 224,63 0 - 
Deprenilo 2,26 3,24 13 173,26 1 0 3 185,84 0 + 
Tacrina 3,05 38,92 15 198,27 2 2 0 191,53 0 + 
Eserina 1,94 44,81 20 275,35 5 1 2 261,48 0 + 
 
 
5.9.3. Propiedades fisicoquímicas y predicción de paso a través de BHE para los 
derivados de 3-(6-oxo-1,6-dihidropiridazin-3-il)cumarina 
Los compuestos MC74, MC80 y MC81, con un sustituyente bencilo sobre uno de 
los átomos de nitrógeno del anillo de piridazina y un metilo sobre el núcleo de 
cumarina, son los más liposolubles de esta serie. Todos ellos presentan valores de LogP 
superiores a 3,50 (Tabla 49). En general, presentan un mayor número de átomos, mayor 
peso molecular y mayor volumen que a los presentados por los fármacos de referencia. 
A pesar de ello, no presentan violaciones de la regla de Lipinski,  por tanto, al menos 
teóricamente, todos ellos tienen propiedades adecuadas para atravesar las membranas 
biológicas. Asimismo, según la predicción teórica, todos ellos pueden atravesar la BHE; 
sin embargo para MC76, MC77 y MC79 también con altos valores de LogP pero en los 
que el sustituyente metilo es intercambiado por metoxilo, la predicción resultó negativa. 
El reemplazo del sustituyente bencilo por hidrógeno o metilo, y la presencia de un 
sustituyente metoxilo en vez del metilo sobre el núcleo de cumarina, originó los 





valores de LogP inferiores a 2,0. La predicción teórica para el paso a través de BHE 
resultó negativa para estos derivados de cumarina. 
Tabla 49. Propiedades moleculares de los derivados de 3-(6-oxo-1,6-dihidropiridazin-3-il)cumarina calculadas 
utilizando el programa informático MolInspiration y predicción teórica de su paso a través de BHE utilizando el 
programa informático CBLigand-BBB 















MC74 3,83 65,11 26 344,37 5 0 3 304,96 0 + 
MC76 3,44 74,34 27 360,37 6 0 4 313,95 0 - 
MC77 3,42 74,34 27 360,37 6 0 4 313,95 0 - 
MC78 2,17 75,97 19 254,25 5 1 1 216,37 0 + 
MC79 3,44 74,34 27 360,37 6 0 4 313,95 0 - 
MC80 3,81 65,11 26 344,37 5 0 3 304,96 0 + 
MC81 3,83 65,11 26 344,37 5 0 3 304,96 0 + 
MC84 2,24 65,11 20 268,27 5 0 1 233,31 0 - 
MC85 1,85 74,34 21 284,27 6 0 2 242,30 0 - 
MC86 1,82 74,34 21 284,27 6 0 2 242,30 0 - 
MC87 2,22 65,11 20 268,27 5 0 1 233,31 0 - 
MC88 1,85 74,34 21 284,27 6 0 2 242,30 0 - 
MC89 2,24 65,11 20 268,27 5 0 1 233,31 0 - 
MC91 1,78 85,20 20 270,24 6 1 2 225,35 0 - 
MC95 1,76 85,20 20 270,24 6 1 2 225,35 0 - 
MC96 2,15 75,97 19 254,25 5 1 1 216,37 0 + 
MC97 1,78 85,20 20 270,24 6 1 2 225,35 0 - 
MC98 2,17 75,97 19 254,25 5 1 1 216,37 0 + 
Deprenilo 2,26 3,24 13 173,26 1 0 3 185,84 0 + 
Tacrina 3,05 38,92 15 198,27 2 2 0 191,53 0 + 
Eserina 1,94 44,81 20 275,35 5 1 2 261,48 0 + 
 
 
5.9.4. Propiedades fisicoquímicas y predicción de paso a través de BHE para los 
derivados de 3-(piridazin-3-il)cumarina 
Como se observa en la Tabla 50, los derivados correspondientes a esta serie 
presentan una alta liposolubilidad. Los valores más elevados de LogP corresponden a 
aquellos derivados que presentan dos átomos de halógeno (Cl o Br) en su molécula. 
Para MC150 y MC151, los valores de reparto octanol/agua superan el valor de 4.0.  
En lo relativo a su área de superficie polar (TPSA), todos los derivados de 3-
(piridazin-3-il)cumarina muestran valores muy similares entre sí y no muy superiores a 
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los presentados por la eserina, en comparación con otros derivados de cumarina 
descritos previamente en esta memoria. 
Tabla 50. Propiedades moleculares de los derivados de de 3-(piridazin-3-il)cumarina calculadas utilizando el 
programa informático MolInspiration y predicción teórica de su paso a través de BHE utilizando el programa 
informático CBLigand-BBB 















MC82 3,53 56,00 19 272,69 4 0 1 221,78 0 + 
MC93 2,91 65,23 20 268,27 5 0 2 233,79 0 + 
MC99 3,13 65,23 20 288,69 5 0 2 230,76 0 + 
MC100 2,51 74,46 21 284,27 6 0 3 242,77 0 + 
MC101 3,11 65,23 20 288,69 5 0 2 230,76 0 + 
MC102 3,50 56,00 19 272,69 4 0 1 221,78 0 + 
MC103 3,13 65,23 20 288,69 5 0 2 230,76 0 + 
MC104 3,53 56,00 19 272,69 4 0 1 221,78 0 + 
MC105 2,49 74,46 21 284,27 6 0 3 242,77 0 + 
MC106 2,88 65,23 20 268,27 5 0 2 233,79 0 + 
MC107 2,51 74,46 21 284,27 6 0 3 242,77 0 + 
MC108 2,91 65,23 20 268,27 5 0 2 233,79 0 + 
MC124 3,10 55,99 18 258,66 4 0 1 205,22 0 + 
MC143 3,23 55,99 18 303,12 4 0 1 209,57 0 + 
MC144 3,66 55,99 19 317,14 4 0 1 226,13 0 + 
MC145 3,27 65,23 20 333,14 5 0 2 235,11 0 + 
MC146 3,66 55,99 19 317,14 4 0 1 226,13 0 + 
MC147 3,27 65,23 20 333,14 5 0 2 235,11 0 + 
MC148 3,63 55,99 19 317,14 4 0 1 226,13 0 + 
MC149 3,24 65,23 20 333,14 5 0 2 235,11 0 + 
MC150 4,02 55,99 19 382,01 4 0 1 227,45 0 + 
MC151 4,02 55,99 19 382,01 4 0 1 227,45 0 + 
MC152 3,99 55,99 19 382,01 4 0 1 227,45 0 + 
MC153 3,89 55,99 19 337,56 4 0 1 223,10 0 + 
MC154 3,86 55,99 19 337,56 4 0 1 223,10 0 + 
MC155 3,89 55,99 19 337,56 4 0 1 223,10 0 + 
MC156 3,89 55,99 19 337,56 4 0 1 223,10 0 + 
MC157 3,86 55,99 19 337,56 4 0 1 223,10 0 + 
MC158 3,75 55,99 19 293,11 4 0 1 218,75 0 + 
MC159 3,73 55,99 19 293,11 4 0 1 218,75 0 + 
Deprenilo 2,26 3,24 13 173,26 1 0 3 185,84 0 + 
Tacrina 3,05 38,92 15 198,27 2 2 0 191,53 0 + 
Eserina 1,94 44,81 20 275,35 5 1 2 261,48 0 + 
 
Ninguno de los derivados presenta ninguna violación de la regla de Lipinski por lo 





biodisponibilidad. Además, según la predicción teórica de paso a través de BHE, todos 
ellos son capaces de acceder al SNC.   
5.9.5. Propiedades fisicoquímicas y predicción de paso a través de BHE para los 
derivados 3-benzamidocumarina 
Los derivados más liposolubles de esta serie, son aquellos que presentan uno o dos 
sustituyentes metilo o halógeno en su molécula. MJM249, MJM253, MJM260, 
MJM280 y MJM324 presentan valores de LogP superiores a 3,00. Para 3-(3’,4’-
diclorobenzamido)cumarina (MJM254), el compuesto más liposoluble, ese valor es 
superior a 4,00 (Tabla 51). Sin embargo, a pesar de que ninguno de ellos presenta 
violaciones de las reglas de Lipinski, la predicción teórica indica que estos derivados de 
cumarina no son capaces de atravesar la BHE. 
Tabla 51. Propiedades moleculares de los derivados 3-benzamidocumarina calculadas utilizando el programa 
informático MolInspiration y predicción teórica de su paso a través de BHE utilizando el programa informático 
CBLigand-BBB 















MJM223 2,46 87,01 26 355,35 7 1 5 308,02 0 - 
MJM229 2,17 107,24 27 371,35 8 2 5 316,04 0 - 
MJM246 2,83 59,31 20 265,27 4 1 2 231,38 0 - 
MJM247 2,89 68,54 22 295,29 5 1 3 256,93 0 - 
MJM249 3,28 59,31 21 279,30 4 1 2 247,94 0 - 
MJM252 2,48 77,78 24 325,32 6 1 4 282,47 0 - 
MJM253 3,51 59,31 21 299,71 4 1 2 244,92 0 - 
MJM254 4,12 59,31 22 334,16 4 1 2 258,45 0 - 
MJM255 2,79 105,13 23 310,27 7 1 3 254,72 0 - 
MJM256 2,54 79,54 21 281,27 5 2 2 239,40 0 - 
MJM257 2,60 88,77 23 311,29 6 2 3 264,95 0 - 
MJM258 2,19 98,01 25 341,32 7 2 4 290,49 0 - 
MJM259 2,99 79,54 22 295,29 5 2 2 255,96 0 - 
MJM260 3,22 79,54 22 315,71 5 2 2 252,94 0 - 
MJM261 2,50 125,36 24 326,26 8 2 3 262,73 0 - 
MJM280 3,83 79,54 23 350,16 5 2 2 266,47 0 - 
MJM324 3,71 59,31 22 293,32 4 1 2 264,50 0 - 
Deprenilo 2,26 3,24 13 173,26 1 0 3 185,84 0 + 
Tacrina 3,05 38,92 15 198,27 2 2 0 191,53 0 + 
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5.9.6. Propiedades fisicoquímicas y predicción de paso a través de BHE de los 
derivados 3-ciclohexilamidocumarina y 3-heteroarilamidocumarina 
Como se puede ver en la Tabla 52 estos derivados presentan unas propiedades 
moleculares que, en general, son comparables a las presentadas por la eserina o tacrina. 
Sin embargo, y aunque no presentan violaciones de la regla de Lipinski, la predicción 
teórica de paso a través de BHE, resultó negativa excepto para la 3-
ciclohexilamidocumarina (MJM195).  
Tabla 52. Propiedades moleculares de los derivados de 3-ciclohexilamidocumarina y 3-heteroarilamidocumarina 
calculadas utilizando el programa informático MolInspiration y predicción teórica de su paso a través de BHE 
utilizando el programa informático CBLigand-BBB. 















MJM195 3,41 59,31 20 271,32 4 1 2 249,97 0 + 
MJM197 3,12 79,54 21 287,32 5 2 2 257,99 0 - 
MJM296 2,73 59,31 19 271,30 4 1 2 222,09 0 - 
MJM297 2,44 79,54 20 287,30 5 2 2 230,11 0 - 
MJM312 2,09 72,45 19 255,23 5 1 2 212,95 0 - 
MJM313 1,78 92,68 20 271,23 6 2 2 271,23 0 - 
MJM320 1,60 72,20 20 266,26 5 1 2 227,23 0 - 
MJM321 1,31 92,43 21 282,26 6 2 2 235,24 0 - 
Deprenilo 2,26 3,24 13 173,26 1 0 3 185,84 0 + 
Tacrina 3,05 38,92 15 198,27 2 2 0 191,53 0 + 
Eserina 1,94 44,81 20 275,35 5 1 2 261,48 0 + 
 
5.9.7. Propiedades fisicoquímicas y predicción de paso a través de BHE de los 
derivados 7-benzamido-4-metilcumarina 
7-Benzamido-4-metilcumarina (MJM272) es el derivado menos substituido de esta 
serie y presenta unas propiedades físico-químicas adecuadas para permitir su paso a 
través de membranas celulares; como se puede observar en la Tabla 53, la predicción 
teórica indica que puede atravesar la BHE. De igual forma que se describió previamente 
para otras series de derivados de cumarina, la predicción es también favorable para los 
derivados con grupos metilo (MJM275) o halógeno (MJM277) pero, aunque ninguno 
de los derivados de la serie presenta violaciones de la regla Lipinski, según la 
predicción teórica, la introducción de grupos metoxilo (MJM273 y MJM276) o nitro 






Tabla 53. Propiedades moleculares de los derivados 7-benzamidocumarina calculadas utilizando el programa 
informático MolInspiration y predicción teórica de su paso a través de BHE utilizando el programa informático 
CBLigand-BBB. 















MJM272 3,26 59,31 21 279,30 4 1 2 247,94 0 + 
MJM273 3,31 68,54 23 309,32 5 1 3 273,49 0 - 
MJM275 3,71 59,31 22 293,32 4 1 2 264,50 0 + 
MJM276 2,90 77,78 25 339,35 6 1 4 299,03 0 - 
MJM277 3,94 59,31 22 313,74 4 1 2 261,48 0 + 
MJM279 3,22 105,13 24 324,29 7 1 3 271,28 0 - 
Deprenilo 2,26 3,24 13 173,26 1 0 3 185,84 0 + 
Tacrina 3,05 38,92 15 198,27 2 2 0 191,53 0 + 
Eserina 1,94 44,81 20 275,35 5 1 2 261,48 0 + 
 
 
5.9.8. Propiedades fisicoquímicas y predicción de paso a través de BHE de los 
derivados de 7-alquilamido-4-metilcumarina y de 7-heteroarilamido-4-
metilcumarina 
Como se puede observar en la Tabla 54, los derivados de cumarina 
correspondientes a estas series presentan unas propiedades físicoquímicas similares a 
los fármacos de referencia. 
Tabla 54. Propiedades moleculares de los derivados de 7-alquilamido-4-metilcumarina y de 7-heteroarilamido-4-
metilcumarina calculadas utilizando el programa informático MolInspiration y predicción teórica de su paso a 
través de BHE utilizando el programa informático CBLigand-BBB. 















MJM286 1,59 59,31 16 217,22 4 1 1 193,10 0 - 
MJM340 3,16 59,31 20 285,32 4 1 2 238,65 0 + 
MJM341 2,51 72,45 20 269,26 5 1 2 229,51 0 - 
MJM430 2,42 59,31 17 231,25 4 1 2 209,90 0 + 
MJM508 2,67 59,31 18 245,28 4 1 2 226,48 0 - 
MJM509 3,20 59,31 19 259,31 4 1 3 243,29 0 - 
MJM511 3,52 59,31 20 273,33 4 1 3 259,52 0 - 
Deprenilo 2,26 3,24 13 173,26 1 0 3 185,84 0 + 
Tacrina 3,05 38,92 15 198,27 2 2 0 191,53 0 + 
Eserina 1,94 44,81 20 275,35 5 1 2 261,48 0 + 
 
Únicamente el derivado más sencillo, 7-formamido-4-metilcumarina (MJM286) 
presenta un valor de LogP inferior a estos. Los valores de TPSA son iguales para los 
diferentes derivados de estas series, con la excepción de 7-(furan-2-ilamido)-4-
metilcumarina (MJM341) que tiene un valor superior. Ninguno de los derivados de 
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estas series presenta violaciones de la regla de Lipinski; sin embargo la predicción 
teórica de paso a través de BHE resultó favorable solo para 7-(tiofen-2-ilamido)-4-
metilcumarina (MJM340) y 7-acetamido-4-metilcumarina (MJM430). 
5.9.9. Propiedades fisicoquímicas y predicción de paso a través de BHE de  
3,3’-(3,5-dioxohepta-1,6-dien-1,7-diil)bis(7,8-dihidroxicumarina) y de los derivados 
de 4,4’-(3,5-dioxohepta-1,6-dien-1,7-diil)biscumarina 
Como se puede observar en la Tabla 55, estos derivados de biscumarina presentan 
valores de LogP y VM similares a la curcumina pero mayor valor de TPSA. Aunque 
ninguno de estos derivados presenta violaciones de la regla de Lipinski, el elevado valor 
de TPSA, junto con su alto VM, podrían explicar  el resultado negativo obtenido en la 
predicción teórica de paso a través de BHE. 
Tabla 55. Propiedades moleculares de 3,3’-(3,5-dioxohepta-1,6-dien-1,7-diil)bis(7,8-dihidroxicumarina) y de los 
derivados de 4,4’-(3,5-dioxohepta-1,6-dien-1,7-diil)biscumarina calculadas utilizando el programa informático 
MolInspiration. y predicción teórica de su paso a través de BHE utilizando el programa informático CBLigand-BBB. 















H1i2 2,49 178,63 35 476,39 10 5 5 385,86 0 - 
A1A 2,40 178,63 35 476,39 10 5 5 385,86 0 - 
B1B 2,03 178,63 35 476,39 10 5 5 385,86 0 - 
Curcumina 2,30 93,07 27 368,38 6 2 8 332,18 0 - 
Deprenilo 2,26 3,24 13 173,26 1 0 3 185,84 0 + 
Tacrina 3,05 38,92 15 198,27 2 2 0 191,53 0 + 
Eserina 1,94 44,81 20 275,35 5 1 2 261,48 0 + 
 
5.9.10. Propiedades fisicoquímicas y predicción de paso a través de BHE de los 
derivados de 3-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina y 4-(7-fenil-3,5-
dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina  
En la Tabla 56 se observa que estos derivados de cumarina presentan un valor de 
LogP inferior a la curcumina pero comparable a la eserina, fármaco de referencia. Por el 
contrario, los otros parámetros físicoquímicos estudiados tienen valores muy superiores. 
La introducción de un residuo aminoacídico origina derivados (I1I, J1J, K1K, L1L) en 
los que disminuye el LogP y aumenta la TPSA, presentando 3 violaciones de la regla de 





violaciones de la regla de Lipinski,  la predicción teórica indica que sus propiedades no 
son adecuadas para permitir su paso a través de BHE. 
Tabla 56. Propiedades moleculares de los derivados de de 3-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina 
calculadas utilizando el programa informático MolInspiration. y predicción teórica de su paso a través de BHE 
utilizando el programa informático CBLigand-BBB. 















H1i3 1,86 165,49 31 424,36 9 5 6 349,34 0 - 
H1i5 1,45 165,49 31 424,36 9 5 6 349,34 0 - 
H1J2 1,48 165,49 31 424,36 9 5 6 349,34 0 - 
H1J4 1,43 165,49 31 424,36 9 5 6 349,34 0 - 
H1K3 1,63 165,49 31 424,36 9 5 6 349,34 0 - 
H1K5 1,23 165,49 31 424,36 9 5 6 349,34 0 - 
H1L2 1,25 165,49 31 424,36 9 5 6 349,34 0 - 
H1L3 1,20 165,49 31 424,36 9 5 6 349,34 0 - 
A1I 1,86 165,49 31 424,36 9 5 6 349,69 0 - 
A1J 1,45 165,49 31 424,36 9 5 6 349,69 0 - 
A1K 1,48 165,49 31 424,36 9 5 6 349,69 0 - 
A1L 1,43 165,49 31 424,36 9 5 6 349,69 0 - 
B1I 1,63 165,49 31 424,36 9 5 6 349,69 0 - 
B1K 1,25 165,49 31 424,36 9 5 6 349,69 0 - 
B1L 1,20 165,49 31 424,36 9 5 6 349,69 0 - 
I1I -0,91 208,59 38 523,49 11 7 11 447,19 3 - 
J1J -0,51 208,59 38 523,49 11 7 11 447,19 3 - 
K1K -1,14 208,59 38 523,49 11 7 11 447,19 3 - 
L1L -0,73 208,59 38 523,49 11 7 11 447,19 3 - 
Curcumina 2,30 93,07 27 368,38 6 2 8 332,18 0 - 
Deprenilo 2,26 3,24 13 173,26 1 0 3 185,84 0 + 
Tacrina 3,05 38,92 15 198,27 2 2 0 191,53 0 + 
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5.10. CAPACIDAD IN VITRO DE ATRAVESAR LA BHE 
Se seleccionaron algunos derivados de cumarina, correspondientes a las series de 3-
fenilcumarina y 3-benzamidocumarina, para evaluar in vitro su capacidad para atravesar 
la BHE, una propiedad imprescindible para que puedan ejercer su acción terapéutica en 
el SNC. 
La permeabilidad in vitro (Pe) fue determinada usando la metodología de 
membranas artificiales paralelas (PAMPA: Parallel Artificial Membrane Permeation 
Assay). Los compuestos fueron disueltos empleando una mezcla de PBS y etanol en 
proporción 70:30. El método se validó con 11 fármacos comerciales de los que se 
conocía su grado de penetración en el SNC (Tabla 57), obteniendo una buena relación 
lineal entre la permeabilidad experimental y la descrita (Gráfica 31). 
Tabla 57. Resultados bibliográficos 
 y experimentales de paso a través de  
BHE de diversos fármacos conocidos. 
Bibl Experimental 
Testosterona 17,0 24,1 ± 1,1 
Verapamilo 16,0 28,9 ± 1,6 
Imipramina 13,0 18,2 ± 0,8 
Desipramina 12,0 24,4 ± 0,3 
Promazina 8,8 21,6 ± 0,8 
Corticosterona 5,1 6,2 ± 0,2 
Piroxicam 2,5 3,6 ± 0,1 
Hidrocortisona 1,9 4,7 ± 0,2 
Cafeína 1,3 4,3 ± 0,1 
Aldosterona 1,2 4,4 ± 0,2 
Ofloxacino 0,8 2,5 ± 0,1 
A partir de esa correlación se pudieron establecer los límites para predecir 
el paso a través de la BHE. Las moléculas con un valor de Pe superior a 7,8.10-6 
cm.s-1 serían capaces de penetrar en el cerebro (SNC +), mientras que no lo 
harían (SNC -) aquellas moléculas para las que su permeabilidad in vitro fuese 
menor de 4,8.10-6 cm.s-1. 
Gráfica 31. Resultados de permeabilidad (media 





Tabla 58. Evaluación in vitro de la penetración en el SNC “Permeabilidad experimental  (Pe  10-6 cm.s-1)” 
empleando la metodología PAMPA. Los resultados se expresan como la media de la predicción experimental de paso 
a través de BHE de al menos 3 experimentos independientes ± e.e.m.  
COMPUESTO Pe Predicción 
CUM11 2,60 ± 0,03 SNC - 
CUM21 16,20 ± 0,10 SNC + 
CUM21C 2,30 ± 0,01 SNC - 
CUM41 3,20 ± 0,10 SNC - 
CUM71 2,10 ± 0,03 SNC - 
CUM81 3,60 ± 0,10 SNC - 
CUM91 2,90 ± 0,02 SNC - 
MJM223 21,69 ± 1,46 SNC + 
MJM229 4,61 ± 0,31 SNC - 
MJM247 30,07 ± 2,02 SNC + 
MJM257 11,53 ± 0,77 SNC + 
MJM258 6,85 ± 0,46 SNC +/- 
 
De todos los compuestos ensayados, el compuesto CUM21 (correspondiente a la serie 
de las 3-fenilcumarinas) y los compuestos MJM247, MJM257 y MJM223 (con 
estructura de 3-benzamidocumarina) mostraron buenos valores de permeabilidad. El 
compuesto MJM247 presentó un valor de Pe superior al que presenta el verapamilo (Pe 
= 28,9.10-6 cm.s-1), fármaco que se utiliza generalmente como un estándar de alta 
permeabilidad. 
A la vista de los resultados obtenidos, estos compuestos, al ser capaces de atravesar 
la BHE también serían capaces de alcanzar sus dianas terapéuticas en el cerebro, una 
condición indispensable para formar parte de los fármacos útiles para el tratamiento de 
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5.11. ESTUDIOS  IN VIVO: TEST DE CAMPO ABIERTO 
A la vista de los resultados anteriormente descritos para los derivados de cumarina 
estudiados y considerando su actividad in vitro como inhibidores de la MAO-B, se 
seleccionaron los derivados más activos de cada serie para la realización de los estudios 
in vivo mediante el test de campo abierto (OFT) 
Los compuestos seleccionados fueron, CUM21, con estructura 3-fenilcumarina, 
MJM470, con estructura de 3-heteroarilcumarina, MJM272 y MJM511 con estructura 
de 7-amidocumarina y MC151 con estructura de 3-piridazinilcumarina. 
Los estudios se realizaron tanto con ratones no reserpinizados como con ratones 
reserpinizados. La reserpina bloquea el VMAT impidiendo el almacenamiento 
adecuado de la DA sintetizada. Esto provoca la depleción de las terminaciones 
nerviosas dopaminérgicas y, entre ellas, las de la vía nigroestriada, dando lugar a 
hipocinesia en los animales de experimentación, por lo que se utiliza como modelo de la 
EP. Hay que tener en cuenta que la reserpina es poco selectiva y también afecta al 
almacenamiento vesicular de NA y 5-HT. 
Para los ratones no reserpinizados se evaluó la posible modificación de la actividad 
motora provocada por el R-(-)-deprenilo o por los derivados de cumarina antes 
mencionados. Para los ratones reserpinizados, se estudió la posible potenciación del 
efecto de la mezcla levodopa:benserazida (LD:B), ya que si estos compuestos actúan 
como inhibidores de la MAO-B in vivo a la dosis administrada, al inhibir la 
metabolización de la DA por la MAO-B, el tiempo de permanencia de la DA en el 
espacio sináptico estriatal debe de aumentar y, consiguientemente, la actividad motora 
medida como la distancia recorrida en una hora, la velocidad de movimiento y el 
porcentaje de tiempo en movimiento. 
5.11.1. Test de campo abierto en ratones no reserpinizados 
Como se puede observar en la Gráfica 32, la administración de R-(-)-deprenilo 10 
mg/Kg (fármaco de referencia) en ratones no reserpinizados, modificó la distancia 
recorrida de forma estadísticamente significativa (16.109 cm ± 1080,61, P<0,05) frente 
al grupo control correspondiente (10.114 cm ± 678,46) de animales  tratados con el 





El R-(-)-deprenilo también incrementó de forma estadísticamente significativa la 
velocidad frente al grupo control (deprenilo: 4,48 cm/s ± 0,30, P<0,05 vs control: 2,81 
cm/s ± 0,19) (Gráfica 32 - B). 
Para el tiempo en movimiento respecto al tiempo total (movimiento total (%)), 
aunque no se observaron diferencias estadísticamente significativas, se vio que el R-(-)-
deprenilo mostraba una tendencia a incrementarlo (54,02 % ± 3,62) frente al control 
(34,44 % ± 2,31) (Gráfica 32 - C). 
En los animales tratados con los nuevos derivados de cumarina anteriormente 
mencionados, a dosis  de 100 mg/Kg, los resultados no mostraron diferencias 
estadísticamente significativas frente al grupo control ni una clara tendencia a aumentar 
ninguno de los parámetros evaluados.  
Sí se pudo observar, sin embargo, una ligera tendencia de los compuestos CUM21 
y MJM272 a disminuir levemente la distancia recorrida, la velocidad y el tiempo en 










































































































































































Gráfica 32. Test de campo abierto (OFT) en ratones no reserpinizados. R(-)-deprenilo (10 mg/Kg), CUM21, 
MC151, MJM470, MJM511, MJM272 (100 mg/Kg). (A) Distancia recorrida en cm durante una hora, (B) velocidad 
media en cm/s y (C) movimiento total (%). 
En función a los resultados obtenidos en animales reserpinizados se decidió evaluar 
en animales no reserpinizados una dosis de 10 mg/Kg. Para el compuesto MJM470, 
administrado a dosis de 10 mg/Kg, se vio una tendencia a incrementar la distancia 
recorrida (MJM470: 14.331 cm ± 961,34), la velocidad (MJM470: 3,98 cm/s ± 0,27) y 
el tiempo en movimiento (MJM470: 52,43 % ± 3,52), si bien la diferencia con el grupo 
control no es, en ningún caso, estadísticamente significativa, como se puede observar en 
la Gráfica 33 (A-C).  
En el caso del compuesto MC151, al administrado a dosis de 10mg/Kg, sin 
embargo, esta tendencia a incrementar los parámetros evaluados no está tan clara, 






































































































































Gráfica 33. Test de campo abierto (OFT) en ratones no reserpinizados. R-(-)-deprenilo, MJM470 y MC151 (10 
mg/Kg). (A) Distancia recorrida en cm durante una hora, (B) velocidad media en cm/s y (C) el movimiento total (%). 
Una vez finalizados los ensayos con ratones no reserpinizados, estos se 
mantuvieron en observación durante cinco días, transcurridos los cuales, se sacrificaron. 
Durante estos días ningún ratón falleció ni se observaron signos físicos visibles de 
toxicidad. 
A la vista de los resultados obtenidos podemos apreciar que, las nuevas moléculas, 
a diferencia del R-(-)-deprenilo, no modificaron la actividad en campo abierto de los 
animales de experimentación utilizados. 
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5.11.2. Test de campo abierto en ratones reserpinizados  
Como se puede observar en la Gráfica 34, la asociación de R-(-)-deprenilo (10 
mg/Kg) con LD:B (100:25 mg/Kg) modificó de forma estadísticamente significativa la 
distancia recorrida (6.848 cm ± 459,37, P<0,001) frente al grupo control (CMCNa 1% + 
CMCNa 1%) (1.700 cm ± 114,24) (Gráfica 34 - A). 
La distancia recorrida respecto al vehículo no se vio incrementada ni en los 
animales tratados con CMCNa + LD:B, ni en los tratados con R-(-)-deprenilo + 
CMCNa. Es la combinación de R-(-)-deprenilo + LD:B la que incrementó la distancia 
recorrida por los animales en el experimento de campo abierto como se puede observar 
en la gráfica (Gráfica 34 - A). 
Al igual que sucedió con el fármaco de referencia (R-(-)-deprenilo), los compuestos 
MC151 y MJM470 administrados a dosis de 100 mg/Kg, también en combinación con 
LD:B, incrementaron la distancia recorrida por los animales de forma estadísticamente 
significativa (MC151: 4.995 cm ± 335,07, P<0,05; MJM470: 9.201 cm ± 617,21, 
P<0,001) frente al grupo control. Cabe señalar que para los ratones tratados con el 
compuesto MJM470, el valor de la distancia recorrida por los ratones reserpinizados 
fue incluso superior al del fármaco de referencia (Gráfica 34 - A). 
En el caso del compuesto MJM272 a 100 mg/Kg asociado a LD:B, si bien el 
resultado no mostró un incremento estadísticamente significativo, sí se pudo observar 
una tendencia a aumentar la distancia recorrida (MJM272: 4.115 cm ± 276,04) frente al 
grupo control (Gráfica 34 - A). 
La asociación de R-(-)-deprenilo con LD:B incrementó de forma estadísticamente 
significativa la velocidad de los animales (1,77 cm/s ± 0,12, P<0,001) frente al control 
(0,47 cm/s ± 0,03). Este efecto no se apreció, sin embargo, en los animales tratados solo 
con R-(-)-deprenilo o solo con LD:B (Gráfica 34 - B). 
De la misma forma que con la distancia recorrida, en los animales tratados con 
CMCNa + LD:B y en los tratados con R-(-)-deprenilo + CMCNa, no se experimentaron 
cambios en su velocidad media al compararlos con los que fueron tratados únicamente 





Los compuestos MC151 y MJM470 administrados a dosis de 100 mg/Kg, en 
asociación con LD:B, al igual que sucedió con el fármaco de referencia, también 
mostraron un incremento de la velocidad de forma estadísticamente significativa 
(MC151: 1,39 cm/s ± 0,09, P<0,05; MJM470: 2,56 cm/s ± 0,17, P<0,001) frente al 
grupo control (Gráfica 34 - B). 
El compuesto MJM272 administrado a dosis de 100 mg/Kg conjuntamente con 
LD:B, no mostró un incremento estadísticamente significativo, aunque sí se pudo 
observar una tendencia a aumentar la velocidad (1,15 cm ± 0,08) frente al grupo control 
(Gráfica 34 - B). 
De forma similar a la observada para los dos parámetros comentados previamente, 
el tratamiento únicamente con R-(-)-deprenilo o con LD:B tampoco logró modificar el 
tiempo en movimiento de los animales en el test de campo abierto cuando se 
compararon con el control (Gráfica 34 - C). 
El R-(-)-deprenilo en asociación con LD:B incrementó de forma estadísticamente 
significativa el tiempo en movimiento de los animales (25,78% ± 1,73, P<0,001) 
respecto al control (4,30% ± 0,29) (Gráfica 34 - C).  
También los derivados de cumarina MC151 y MJM470 administrados a dosis de 
100 mg/Kg en terapia asociada con LD:B, mostraron un incremento del tiempo en 
movimiento de forma estadísticamente significativa (MC151: 18,20 % ± 1,22, P<0,05; 
MJM470: 37,04 % ± 2,48, P<0,001) frente al grupo control (Gráfica 34 - C). 
Para el derivado MJM272 administrado a dosis de 100 mg/Kg, siempre en 
asociación con LD:B, aunque el resultado no mostró un incremento estadísticamente 
significativo, sí se pudo observar una tendencia a incrementar el tiempo en movimiento 
(20,77 ± 1,39) frente al grupo control (Gráfica 34 - C). 
 
 




















































































































































































































































































































Gráfica 34. Test de campo abierto (OFT) en ratones reserpinizados. R-(-)-deprenilo (10 mg/Kg), CUM21, MC151, 
MJM470, MJM511 y MJM272 (100 mg/Kg). (A) Distancia recorrida en cm durante una hora, (B) velocidad media 






De forma general, en nuestros ensayos y bajo nuestras condiciones experimentales, 
ni el R-(-)-deprenilo ni la LD:B administrados junto al vehículo, modificaron el 
comportamiento de los animales reserpinizados en el ensayo de campo abierto (Gráfica 
34).  
Los derivados de cumarina MJM470 y MC151 se administraron, además, a dosis 
más baja, 10 mg/Kg, y siempre en combinación con LD:B. Como se puede observar en 
la Gráfica 35, a esta dosis también produjeron un incremento estadísticamente 
significativo en la distancia recorrida (MJM470: 4.201 cm ± 281,81, P<0,05; MC151: 
4.762 cm ± 319,44, P<0,01) frente al grupo control (CMCNa 1% + CMCNa 1%) (1.703 
cm ± 114,24) (Gráfica 35 - A). 
El mismo tratamiento permitió observar un incremento estadísticamente 
significativo de la velocidad (MJM470: 1,16 cm/s ±  0,08, P<0,05; MC151: 1,32 cm/s 
± 0,09, P<0,01) frente al grupo control (0,47 cm/s ± 0,03) (Gráfica 35 - B). 
Los compuestos MJM470 y MC151 evidenciaron una modificación 
cualitativamente similar al R-(-)-deprenilo y estadísticamente significativa tanto en la 
distancia recorrida como en la velocidad media. Sin embargo, al analizar el tiempo en 
movimiento de los animales que recibieron con los compuestos MJM470 y MC151 a 
una dosis de 10 mg/Kg y con LD:B, se pudo observar que solo el MC151 mostró un 
incremento estadísticamente significativo del mismo (MC151: 20,02 ± 1,34, P<0,01) 
frente al grupo control (control: 4,30 % ± 0,29). En el caso del compuesto MJM470, se 
pudo observar una tendencia a incrementar este parámetro que no resultó 
estadísticamente significativa (MJM470: 12,98 % ±  0,87) respecto al grupo control 
(control: 4,30 % ± 0,29) (Gráfica 35 - C).  
En base a los resultados previamente descritos, los derivados de cumarina MJM470 
y MC151 resultaron ser los más activos, demostrando un incremento en los parámetros 
evaluados en el test de campo abierto en ratones reserpinizados, tanto cuando se 
administra a los animales una dosis de 100 mg/Kg como cuando estos reciben una dosis 
de 10 mg/Kg. 

















































































































































































































































Gráfica 35. Test de campo abierto (OFT) en ratones reserpinizados. R-(-)-deprenilo, MJM470 y MC151 (10 





5.12. ESTUDIOS  IN VIVO: TEST DE RECONOCIMIENTO DE OBJETO  
A la vista de los resultados in vitro anteriormente descritos para los derivados de 
cumarina y considerando su actividad como inhibidor de AChE, el compuesto MJM255 
con estructura de 3-benzamidocumarina, se seleccionó para la realización de los 
estudios in vivo mediante el test de reconocimiento de objetos (ORT). 
Los estudios se realizaron en dos grupos diferentes: ratones sin tratamiento previo y 
ratones tratados previamente con el antagonista de receptores muscarínicos 
escopolamina (1 mg/Kg). En el primer caso, se evaluó la conducta de los animales 
frente a un entorno nuevo en condiciones normales. En el caso de los ratones tratados 
previamente con escopolamina, se evaluó si el derivado de cumarina MJM255 actúa 
como inhibidor de la AChE in vivo y, si a la dosis administrada, es capaz de inhibir la 
metabolización de la ACh por la AChE. De esta forma, se podría aumentar el tiempo de 
permanencia de la ACh en el espacio sináptico, lo que aumentaría su concentración y 
podría revertir el efecto de la escopolamina. Siempre teniendo en cuenta que en la EA 
se produce una destrucción de neuronas colinérgicas que conduce a la disminución de 
los niveles de este neurotransmisor. 
La eserina, también llamada fisostigmina, es un alcaloide amina terciaria que se 
encuentra de forma natural en la semilla del Fisostigma venenosum L. conocida como 
haba de Calabar o nuez de Eseré. Este fármaco posee un sustituyente éster carbamílico y 
grupos básicos que se unen al sitio aniónico de la AChE. La transferencia del grupo 
carbamoil al grupo hidroxilo de la serina del sitio esteárico de la enzima es igual a la 
observada para la ACh, pero la enzima carbamilada se hidroliza mucho más lentamente, 
recuperando su actividad enzimática tras varios minutos en lugar de en microsegundos. 
La eserina se hidroliza tanto a nivel central y como a nivel periférico y la lenta 
recuperación de la enzima carbamilada implica que tenga un efecto bastante 
prolongado, incrementando la transmisión colinérgica. 
Los parámetros evaluados en los diferentes grupos de tratamiento fueron: periodo 
de latencia, frecuencia y tiempo en zona. 
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5.12.1. Tiempo de latencia en ratones sin tratamiento previo con escopolamina 
En la Gráfica 36, se pueden observar los resultados correspondientes al tiempo de 
latencia para los animales sin tratamiento previo con escopolamina, un antagonista de 
los receptores muscarínicos.  
En la Fase 1 (F1) del experimento, no existieron diferencias estadísticamente 
significativas en el tiempo de latencia entre el primer acercamiento al OBJ-1 vs OBJ-2 
en ninguno de los tres grupos de tratamiento. Tampoco en la Fase 2 (F2) del 
experimento existieron diferencias estadísticamente significativas en el tiempo de 
latencia entre el OBJ-1 vs OBJ-3. Para los animales, a diferencia de lo esperable, ambos 
objetos despertaron la misma curiosidad e impulsaron en igual medida su interés, 
traduciéndose en un tiempo de latencia similar entre ambos, sin importar el tratamiento 
recibido.  
Al comparar los resultados entre los distintos grupos de tratamiento, se observó que 
para el grupo de animales tratados con eserina, el tiempo de latencia fue muy superior al 
del control, especialmente durante la F1 del experimento. El tiempo de latencia al OBJ-
1 de los animales tratados con eserina aumentó de forma estadísticamente significativa 
(97,13 ± 28,86; P<0,01) respecto al grupo control (19,80 ± 3,90). De igual forma, en el 
caso del OBJ-2 también se produjo un aumento estadísticamente significativo del 
tiempo de latencia en el grupo tratado con eserina (116,9 ± 18,21; P<0,0001) vs el grupo 
control (11,10 ± 4,58). 
Los resultados obtenidos en la F2 del experimento mostraron que, aunque el tiempo 
de latencia fue superior al control en el grupo tratado con eserina para los dos objetos, 
OBJ-1 y OBJ-3, la diferencia no resultó estadísticamente significativa para ninguno de 
ellos. Debe señalarse que quizá la dispersión de los resultados obtenidos, en este caso, 
haya hecho que las diferencias no resulten estadísticamente significativas. 
Para el grupo tratado con MJM255 los resultados fueron prácticamente idénticos a 



































































































































































































Gráfica 36. Tiempo de latencia en el área seleccionada para cada objeto en cada fase del experimento en ratones no 
tratados previamente con escopolamina tanto en la F1 (objetos iguales) como en la F2 (objetos diferentes) del 
experimento. **P<0,01, ****P<0,0001. (A) Control, (B) Eserina y (C) MJM255. 
 
5.12.2. Tiempo de latencia en ratones tratados previamente con escopolamina 
Igual que se describió previamente para los animales no tratados con escopolamina, 
en la Gráfica 37 se puede observar que los animales que recibieron tratamiento previo 
con escopolamina, tampoco mostraron diferencias estadísticamente significativas ni 
entre el tiempo de latencia del OBJ-1 vs OBJ-2 en la F1 del experimento, ni en el 
tiempo de latencia del OBJ-1 vs OBJ-3 en la F2 del experimento, en ninguno de los tres 
grupos diferentes de tratamiento: control (Gráfica 37 - A), eserina (Gráfica 37 - B) y 
MJM255 (Gráfica 37 – C). 
Sin embargo, durante la F2, en los animales tratados con el compuesto MJM255, 
aunque se pudo apreciar una pequeña disminución del tiempo de latencia del primer 
acercamiento al OBJ-3 si se compara con el del primer acercamiento al OBJ-1, esta no 
resultó en ningún caso estadísticamente significativa.  
Al contrario de lo que ocurrió con los animales no tratados previamente con 
escopolamina, en los que la eserina aumentaba considerablemente y de forma 
estadísticamente significativa el tiempo de latencia, en este caso esa diferencia se 
eliminó por completo (Gráfica 37 - B). Esto podría corresponderse perfectamente con 
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el efecto antagonista de receptores muscarínicos previamente mencionado de la 
escopolamina, que contrarrestaría el efecto colinérgico de la eserina. 
En resumen, en este caso concreto, el tiempo de latencia fue prácticamente idéntico 
































































































































































































Gráfica 37. Tiempo de latencia en el área seleccionada para cada objeto en cada fase del experimento en ratones 
tratados previamente con escopolamina tanto en la F1 (objetos iguales) como en la F2 (objetos diferentes) del 
experimento. (A) Control, (B) Eserina y (C) MJM255. 
 
5.12.3. Frecuencia en ratones sin tratamiento previo con escopolamina 
Como se muestra en la Gráfica 38, al comparar los resultados obtenidos en los 
ratones no tratados previamente con escopolamina, solo en aquellos que recibieron 
tratamiento con eserina se vio una disminución estadísticamente significativa entre la 
frecuencia de acercamiento del animal al OBJ-1 (16,00 ± 3,60) y la frecuencia de 
acercamiento al OBJ-2 (5,38 ± 2,05, P<0,05) en la fase uno (F1, objetos iguales) del 
experimento. Sin embargo, esto no se reprodujo durante la fase dos (F2, objetos 
diferentes) del experimento, pues no existieron diferencias estadísticamente 
significativas entre el acercamiento del animal al OBJ-1 vs OBJ-3 (20,13 ± 5,83 vs 
16,38 ± 6,84) (Gráfica 38 - B). 
Para el grupo de animales control (tratados con el vehículo) (Gráfica 38 - A) y para 
el grupo de animales tratados con el compuesto MJM255 (Gráfica 38 - C) no 





aproximaron tanto al OBJ-1 como al OBJ-2 y en la F2 se aproximaron tanto al OBJ-1 
como al OBJ-3, sin existir diferencias estadísticamente significativas en la frecuencia de 
aproximación a ambos. En conclusión, los ratones no discriminaron entre los objetos. 
Sin embargo, resultaron llamativos los resultados obtenidos al comparar los grupos 
atendiendo al tratamiento recibido, independientemente de la fase del experimento y del 
objeto.  
En los animales tratados con eserina, la frecuencia de aproximación a los objetos 
fue claramente inferior a la mostrada por los animales tratados con el vehículo (control) 
tanto durante F1 (eserina: 16,00 ± 3,60; control: 65,38 ± 8,27; P<0,0001 para el OBJ-1 
y eserina: 5,38 ± 2,05; control: 76,00 ± 7,70; P<0,0001 para el OBJ-2) como durante F2 
(eserina: 20,13 ± 5,83; control: 53,75 ± 7,98; P<0,005 para el OBJ-1 y eserina: 16,38 ± 
6,84; control: 62,25 ± 6,26; P<0,001 para el OBJ-3). 
En los animales tratados con el compuesto MJM255, si bien durante la F1 del 
experimento no se apreciaron grandes diferencias frente al grupo control, en la F2, la 
frecuencia de acercamiento de los animales a los diferentes objetos fue mucho más baja 
(MJM255: 18,00 ± 7,57; control: 53,75 ± 7,98; P<0,01 para el OBJ-1 y MJM255: 
20,50 ± 9,79; control: 62,25 ± 6,26; P<0,01 para el OBJ-3) y prácticamente idéntica a la 
del grupo de animales tratados con eserina (Gráfica 38). 
El compuesto MJM255, como se ha descrito en el apartado 5.2.5., evidenció 
actividad inhibidora sobre la AChE en los ensayos in vitro. Por lo que una posible 
explicación al efecto similar al de la eserina observado en la frecuencia de aproximación 
a los objetos en la F2, podría ser debido a que el compuesto MJM255 tarde más tiempo 
en ejercer su acción inhibidora de AChE y, por eso, los efectos aparecen con más 
demora si se compara con la eserina. 

































































































































































































Gráfica 38. Frecuencia de aproximación en el área seleccionada para cada objeto en cada fase del experimento en 
ratones no tratados previamente con escopolamina tanto en la F1 (objetos iguales) como en la F2 (objetos distintos) 
del experimento. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001. (A) Control, (B) Eserina y (C) MJM255. 
 
5.12.4. Frecuencia en ratones tratados previamente con escopolamina 
En el caso de los resultados obtenidos en ratones tratados previamente con 
escopolamina, como se puede observar en la Gráfica 39, en ninguno de los grupos de 
tratamiento existieron diferencias estadísticamente significativas de frecuencia de 
acercamiento entre los diferentes objetos, es decir, OBJ-1 vs OBJ2 ó OBJ-1 vs OBJ-3 ni 
durante la F1 ni durante la F2. Por tanto, los ratones no discriminaron entre los objetos 
en ambas fases. 
Como ya se ha mencionado, en el apartado 5.12.3, en animales sin tratamiento 
previo se vio un claro descenso de la frecuencia de acercamiento a los diferentes objetos 
del grupo tratado con eserina, en ambas fases, frente al grupo control. Del mismo modo, 
este efecto también se vio en el grupo tratado con el compuesto MJM255 frente al 
grupo control, pero solo en la F2 del experimento.  
Este hecho, sin embargo no es tan destacable en los animales tratados previamente 
con escopolamina. Este resultado pondría de manifiesto un potencial efecto colinérgico 
central, de tipo indirecto tanto de la eserina como de nuestra molécula, ya que el 
mencionado descenso en la frecuencia, es anulado por un antagonista de receptores 





Sí se apreció una disminución en la frecuencia de aproximación a los objetos de los 
animales tratados con eserina en ambas fases y en los animales tratados con MJM255 
en la F2 del experimento. Durante la F1 del experimento existieron diferencias 
estadísticamente significativas en la frecuencia de aproximaciones al OBJ-2 en los 
animales tratados con eserina frente al grupo control (eserina: 53,14 ± 7,77; control: 
76,86 ± 3,27; P<0,05). Para el OBJ-1 se puede señalar una tendencia a disminuir la 
frecuencia de acercamiento en los animales tratados con eserina pero estas diferencias 
no son estadísticamente significativas. 
Del mismo modo, al analizar la F2 del experimento, se observaron diferencias 
estadísticamente significativas en la frecuencia de acercamiento al OBJ-1 tanto en el 
caso de eserina (46,57 ± 10,75; P<0,05) como de MJM255 (44,14 ± 6,78; P<0,01) 
frente al grupo control (73,71 ± 6,19). Además, los resultados de eserina y MJM255 
fueron muy similares entre sí. En el caso del OBJ-3, estas diferencias frente al grupo 
control sólo se observaron en los animales tratados con eserina (44,71 ± 8,87; control: 
73,29 ± 5,89; P<0,05). En el caso del MJM255, se observó una tendencia a disminuir la 
frecuencia de acercamiento al OBJ-3, si bien esta no resultó estadísticamente 
significativa.  
Los valores de frecuencia del grupo tratado con el compuesto MJM255 en la F2 del 
experimento volvieron a ser muy similares a los valores de frecuencia del grupo tratado 
con eserina en las dos fases del experimento, reforzando la idea de que ambos tienen 







































































































































































































Gráfica 39. Frecuencia de aproximación en el área seleccionada para cada objeto en cada fase del experimento en 
ratones tratados previamente con escopolamina tanto en la F1 (objetos iguales) como en la F2 (objetos diferentes) 
del experimento. *P<0,05. (A) Control, (B) Eserina y (C) MJM255. 
 
5.12.5. Tiempo en zona en ratones sin tratamiento previo con escopolamina 
Como se muestra en la Gráfica 40, al comparar los resultados obtenidos en los 
ratones que no recibieron escopolamina, en ninguno de los grupos de tratamiento 
existieron diferencias estadísticamente significativas para el tiempo de permanencia en 
zona entre los diferentes objetos (OBJ-1 vs OBJ2 ó OBJ-1 vs OBJ-3) ni durante la F1 ni 
durante la F2.  
Para el grupo de ratones tratados con el compuesto MJM255, parece existir una 
tendencia a aumentar el tiempo de permanencia en la zona del OBJ-1 durante la F1 del 
experimento cuando se compara frente al OBJ-2, pero esta no es estadísticamente 
significativa (Gráfica 40). 
Si analizamos los resultados obtenidos según los diferentes tratamientos durante la 
F1 del experimento, podemos afirmar que los ratones tratados con el compuesto 
MJM255 mostraron una tendencia a aumentar el tiempo en zona en el OBJ-1 respecto 
al grupo control, si bien estos resultados no son estadísticamente significativos.  
También durante F1, se apreció una disminución estadísticamente significativa para 





P<0,005) como para el tratado con MJM255 (57,40 ± 6,26; P<0,05 ) respecto al grupo 
control (78,98 ± 5,92). 
Al analizar la F2 del experimento, se observó que, la eserina (24,11 ± 9,53; 
P<0,005) disminuye de forma estadísticamente significativa el tiempo en zona del OBJ-
3 respecto al grupo control (68,73 ± 8,45); sin embargo esto no se reprodujo en el grupo 






































































































































































































Gráfica 40. Tiempo de permanencia en zona en el área seleccionada para cada objeto en cada fase del experimento 
en ratones no tratados previamente con escopolamina tanto en la F1 (objetos iguales) como en la F2 (objetos 
diferentes) del experimento. *P<0,05, **P<0,01. (A) Control, (B) Eserina y (C) MJM255. 
 
5.12.6. Tiempo en zona en ratones tratados previamente con escopolamina 
Como se puede observar en la Gráfica 41, al analizar los resultados obtenidos en 
los ratones tratados previamente con escopolamina, no existieron diferencias 
estadísticamente significativas ni entre el tiempo en zona de OBJ-1 vs OBJ-2 durante la 
F1 del experimento, ni entre el tiempo en zona de OBJ-1 vs OBJ-3 durante la F2 para 
los distintos grupos de tratamiento: control (Gráfica 41 – A), eserina (Gráfica 41 – B) 
y MJM255 (Gráfica 41 – C). 
Para los grupos control y tratado con MJM255, se pudo observar una ligera 
tendencia a disminuir la permanencia en la zona del OBJ-1 en ambas fases, si bien la 
diferencia no resultó, en ningún caso, estadísticamente significativa.  
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Si analizamos los resultados obtenidos según los diferentes tratamientos, podemos 
observar que únicamente el tratamiento con eserina permitió observar diferencias 
estadísticamente significativas en ambas fases del experimento frente al grupo control. 
En la F1, el tiempo en la zona del OBJ-2 de los animales tratados con eserina (54,43 ± 
10,25; P<0,01 ) disminuyó respecto al del grupo control (88,66 ± 3,64). Durante F2 se 
observaron resultados similares, el tiempo en la zona del OBJ-3 disminuyó de forma 
estadísticamente significativa para el grupo tratado con eserina (56,77 ± 9,45; 






































































































































































































Gráfica 41 Tiempo de permanencia en zona en el área seleccionada para cada objeto en cada fase del experimento 
en ratones tratados previamente con escopolamina tanto en la F1 (objetos iguales) como en la F2 (objetos 
diferentes) del experimento. *P<0,05, **P<0,01. (A) Control, (B) Eserina y (C) MJM255. 
Pese a la variabilidad observada en los resultados, existen evidencias que inducen a 
pensar que el compuesto MJM255 podría inhibir la AChE en ratones, aumentado los 
niveles del neurotransmisor ACh a nivel cerebral.  
En resumen, son especialmente relevantes los resultados que se aportan en la 
Gráfica 38, pues en ella se puede observar claramente que el MJM255 modifica la 
frecuencia con la que los animales se acercan a los objetos durante la F2 del 
experimento, reduciéndola y mostrando un efecto similar al de la eserina, si bien este 





Debido a ello, el compuesto MJM255 representa una molécula prometedora al 
presentar unas actividades interesantes que deberán abordarse de forma más 
pormenorizada en estudios posteriores. 
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5.13. ESTUDIO IN VIVO: BIODISPONIBILIDAD  
Los estudios de biodisponibilidad se han llevado a cabo con los cinco derivados de 
cumarina seleccionados para la realización de estudios in vivo considerando su actividad 
in vitro como inhibidores de la MAO-B y de la AChE. 
Los compuestos fueron CUM21, con estructura de 3-fenilcumarina; MC151 con 
estructura de 3-(piridazin-3-il)cumarina; MJM255, con estructura de 3-
benzamidocumarina; MJM470, con estructura de 3-(tiofen-2-il)cumarina y MJM272, 
con estructura de 7-benzamido-4-metilcumarina. 
5.13.1. Identificación de los patrones 
Para la identificación de los patrones de los derivados de cumarina seleccionados se 
utilizó una solución de metanol:agua (80:20). El barrido de longitudes de onda de 
absorbancia para cada uno de los compuestos permitió conocer el punto máximo de 
absorbancia de los mismos, que será la longitud de onda analítica utilizada: CUM21  
340 nm; MC151  205 nm; MJM255  280 nm; MJM470  380 nm y MJM272  340 
nm. Estos valores se mostraron previamente en la sección material y métodos, en la 
Tabla 16. 
Para su detección mediante cromatografía líquida de alta eficacia, se obtuvieron los 
correspondientes cromatogramas a partir de los que se determinaron los tiempos de 
retención de cada uno de los compuestos: CUM21 14,6 minutos; MC151 18 minutos; 
MJM255 17,07 minutos; MJM470 17,4 minutos y MJM272 13,85 minutos. Estos 
valores se mostraron previamente en la sección material y métodos, en la  Tabla 17. 
Se prepararon muestras de los derivados cumarínicos seleccionados a distintas 
concentraciones para utilizar como patrones de referencia. Como ejemplo ilustrativo de 
identificación de un patrón, en la Figura 70 se muestra la detección por HPLC del 











 DAD1 A, Sig=205,4 Ref=off (CUMARINASFARMA\070619 2019-06-07 13-50-54\018-0601.D)







 DAD1 B, Sig=225,4 Ref=off (CUMARINASFARMA\070619 2019-06-07 13-50-54\018-0601.D)






 DAD1 C, Sig=235,4 Ref=off (CUMARINASFARMA\070619 2019-06-07 13-50-54\018-0601.D)





 DAD1 D, Sig=260,4 Ref=off (CUMARINASFARMA\070619 2019-06-07 13-50-54\018-0601.D)






 DAD1 E, Sig=280,4 Ref=off (CUMARINASFARMA\070619 2019-06-07 13-50-54\018-0601.D)
 
Figura 70. Identificación del patrón MJM470 a distintas concentraciones. Tiempo de retención 14,7 min.  380 nm. 
 
Una vez identificados todos los derivados de cumarina seleccionados, se procedió al 
análisis de las muestras por HPLC para obtener los correspondientes cromatogramas. 
5.13.2. Cromatogramas 
En las muestras obtenidas de animales que recibieron el compuesto derivado de 3-
fenilcumarina CUM21 por vía intraperitoneal, se detectó la presencia del mismo a la 
media hora y a la hora siguientes a su administración. Las tomas recogidas a las 3, 6 y 
24 horas de la administración i.p. del compuestos no evidenciaron presencia del mismo. 
Pese a haber logrado identificarlo no fue posible llevar a cabo su cuantificación, ya que 
la concentración en plasma del compuesto CUM21 estuvo por debajo del límite de 
cuantificación del método de HPLC desarrollado en todas las muestras. 
En las muestras obtenidas de plasma de los animales que recibieron el compuesto 
CUM21 por vía oral, este no se detectó a ninguno de los tiempos estudiados. 
La Figura 71 recoge los cromatogramas correspondientes al patrón de referencia 
del compuesto CUM21 a 10 ppm (A) y 1 ppm (B) y a dos de las muestras de plasma 
recogidas a la media hora de que los animales recibieran el compuesto tras una 
administración i.p. (C) o una administración p.o. (D). 
 




Figura 71. Cromatogramas para el compuesto CUM21. (A) Patrón de referencia a 10 ppm, (B) patrón de referencia 
a 1 ppm, (C) muestra obtenida a t1/2 de plasma tras la administración i.p. y (D) muestra obtenida a t1/2 de plasma 
tras la administración p.o. 
 
Los derivados de cumarina MC151, MJM255, MJM470 y MJM272 no se 
detectaron en las muestras de plasma analizadas a ninguno de los tiempos estudiados ni 
en los casos en los que la administración se llevó a cabo por vía intraperitoneal ni en los 
que se administraron por vía oral. A continuación se muestran los cromatogramas 
representativos de muestras de plasma de animales que recibieron cada uno de los 
derivados de cumarina indicados por las dos vías de sdministración estudiadas. 
La Figura 72 recoge los cromatogramas correspondientes al patrón de referencia 
del compuesto MJM470 a 1 ppm (A) y 1 ppm (B) y a dos de las muestras de plasma 
recogidas a la media hora de que los animales recibieran el compuesto tras una 







Figura 72. Cromatogramas para el compuesto MJM470. (A) Patrón de referencia a 1 ppm, (B) Patrón de referencia 
a 1 ppm, (C) muestra obtenida a t1/2 de plasma tras la administración i.p. (no se detecta) y (D) muestra obtenida a 
t1/2 de plasma tras la administración p.o. (no se detecta). 
 
 
La Figura 73 recoge los cromatogramas correspondientes al patrón de referencia 
del compuesto MC151 a 10 ppm (A) y 1 ppm (B) y a dos de las muestras de plasma 
recogidas a la media hora de que los animales recibieran el compuesto tras una 
administración i.p. (C) o una administración p.o. (D). 
 
 
Figura 73. Cromatogramas para el compuesto MC151. (A) Patrón de referencia a 10 ppm, (B) Patrón de referencia 
a 1 ppm, (C) muestra obtenida a t1/2 de plasma tras la administración i.p. (no se detecta) y (D) muestra obtenida a 
t1/2 de plasma tras la administración p.o. (no se detecta). 
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Como puede apreciarse en la Figura 73 (A) y (B), para el compuesto MC151 se 
encontraron dos picos en lugar de uno. Esto podría deberse a impurezas presentes en el 
compuesto o a algún tipo de producto de degradación que pudiera formarse por la 
alteración del compuesto.  
La Figura 74 recoge los cromatogramas correspondientes al patrón de referencia 
del compuesto MJM272 a 10 ppm (A) y 1 ppm (B) y a dos de las muestras de plasma 
recogidas a la media hora de que los animales recibieran el compuesto tras una 
administración i.p. (C) o una administración p.o. (D). 
 
Figura 74. Cromatogramas para el compuesto MJM272. (A) Patrón de referencia a 10 ppm, (B) Patrón de 
referencia a 1 ppm, (C) muestra obtenida a t1/2 de plasma tras la administración i.p. (no se detecta) y (D) muestra 
obtenida a t1/2 de plasma tras la administración p.o. (no se detecta). 
 
 
La Figura 75 recoge los cromatogramas correspondientes al patrón de referencia 
del compuesto MJM255 a 10 ppm (A) y 1 ppm (B) y a dos de las muestras de plasma 
recogidas a la media hora de que los animales recibieran el compuesto tras una 







Figura 75. Cromatogramas para el compuesto MJM255. (A) Patrón de referencia a 10 ppm, (B) Patrón de 
referencia a 1 ppm, (C) muestra obtenida a t1/2 de plasma tras la administración i.p. (no se detecta) y (D) muestra 

























Este trabajo de investigación ha tenido como objetivo general identificar, a través 
de un cribado farmacológico, nuevos derivados de cumarina con potencial interés en el 
tratamiento de las dos enfermedades neurodegenerativas con mayor prevalencia en la 
población actual: la EP y la EA. 
En la revisión bibliográfica se ha dejado constancia de que el núcleo de cumarina 
constituye un scaffold adecuado para la obtención de nuevas moléculas con interesantes 
propiedades farmacológicas relacionadas con la fisiopatología de estas enfermedades. 
Para realizar el cribado se han seleccionado varias dianas relevantes en la 
terapéutica actual: las MAO, las ChE y la BACE1. Aunque actualmente no existe 
ningún inhibidor de BACE1 comercializado, la hipótesis de Aβ para explicar el origen 
de la EA, confiere un gran interés a los fármacos que actúen sobre esta enzima para 
evitar la progresión de la enfermedad. Además, con el objetivo de identificar moléculas 
multidiana y atendiendo a la necesidad de que estas no solo actúen sobre la 
sintomatología de estas enfermedades, sino también sobre los procesos subyacentes que 
conducen a la neurodegeneración, se ha evaluado la posible actividad neuroprotectora 
de los nuevos derivados de cumarina, tratando de determinar los mecanismos 
implicados en la misma. 
Conscientes de la necesidad de que estas moléculas sean capaces de acceder al SNC 
para ejercer su acción, se ha llevado a cabo el cálculo de sus propiedades físico-
químicas y la predicción teórica de su paso a través de la BHE. Además se ha estudiado 
su posible actividad neurotóxica como paso previo a la posterior realización de estudios 
in vivo. Entre las series estudiadas, los derivados curcumina-cumarina son moléculas de 
gran tamaño que no presentan unas propiedades físico-químicas adecuadas para permitir 
su paso a través de las membranas celulares, por lo que se ha estudiado su actividad 
neuroprotectora formuladas en nanopartículas para favorecer su penetración en las 
células. 
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Por último para los derivados que han presentado mayor actividad frente a la MAO-
B y la AChE, se han llevado a cabo estudios in vivo de biodisponibilidad y 
comportamiento en modelos experimentales de EP y EA. 
6.1. DERIVADOS DE CUMARINA CON ACTIVIDAD INHIBIDORA DE MAO 
Hay varias razones que justifican el potencial terapéutico de los inhibidores de la 
MAO-B en la EP o incluso en la EA, como por ejemplo el aumento de la actividad de la 
MAO-B en el cerebro humano con el envejecimiento, y específicamente en personas 
que sufren EP o EA11, dando lugar a una alteración en los niveles de neurotransmisores 
junto con un exceso de radicales libres tóxicos, que causan daño mitocondrial que 
resulta en muerte neuronal. Además, una serie de modelos experimentales de la EP han 
demostrado los efectos neuroprotectores de la inhibición de la MAO-B414,415 y existe 
una opinión general de que otros mecanismos celulares no relacionados con la 
degradación de neurotransmisores estarían involucrados en las propiedades 
neuroprotectoras de estos fármacos416. 
En esta memoria se describe la actividad inhibidora sobre las isoformas de la MAO 
de cumarinas sustituidas en posiciones que anteriormente se habían revelado adecuadas 
para obtener IMAOs236. La sustitución en posición 3 de la cumarina con un anillo de 
fenilo origina análogos híbridos resveratrol-cumarina. Este tipo de derivados sustituidos 
en las posiciones 6 y/ó 8 de la cumarina con grupos alquilo, alcoxi o halógeno habían 
sido ya descritos por nuestro grupo como inhibidores potentes y selectivos de la MAO-
B236-239,417. Nuestros resultados revelan que la introducción de un sustituyente metoxilo 
en posición 7 del núcleo de cumarina (CUM9 y CUM10) origina igualmente 
inhibidores potentes y selectivos de la MAO-B, con actividad en el rango nanomolar, 
mientras que los sustituyentes hidroxilo en estas posiciones conducen a una pérdida de 
potencia y selectividad, dando lugar a derivados con actividad en el rango micromolar. 
Además es destacable que el incremento en el número de grupos hidroxilo tanto sobre el 
núcleo de cumarina como sobre el sustituyente fenilo (CUM51, JLG5b, JLG12b) 
incrementa la actividad inhibidora de la MAO-A a la vez que, de forma general,  
decrece la actividad inhibidora de la MAO-B, lo que conduce a una pérdida de 




correspondientes a la serie de 3-fenilcumarinas resultan ser IMAO-B entre 1,5 y 171 
veces más potentes que el trans-RESV. 
La sustitución isostérica del fenilo de la posición 3 de la cumarina por un 
heteroarilo condujo a los derivados de 3-heteroarilcumarina que pueden ser también 
considerados análogos híbridos resveratrol-cumarina, aun cuando estos derivados no 
presentan ya el fragmento de trans-estilbeno correspondiente al trans-RESV. Nuestro 
grupo había descrito previamente 3-tiofenil y 3-imidazolilcumarinas con actividad 
inhibidora de MAO-B, resultando más potentes aquellas que presentaban además un 
grupo metoxilo en posición 6 del núcleo de cumarina418. En esta memoria se describe la 
actividad inhibidora de la MAO de derivados de 3-(tiofen-2-il)cumarina sustituidos en 
posiciones 7 y/ó 8 de la cumarina con grupos hidroxilo, observándose que la posición 
de los sustituyentes es determinante para la selectividad. La 8-hidroxi-3-(tiofen-2-
il)cumarina (MJM450) es un inhibidor selectivo de la isoforma A, mientras la 
sustitución tanto en posición 7 como simultáneamente en 7 y 8, conduce a una pérdida 
de selectividad. La introducción de un átomo de bromo en posición 4 del anillo de 
tiofeno de la 7-hidroxi-3-(tiofen-2-il)cumarina origina el inhibidor MAO-B más potente 
de la serie (MJM470), con mayor actividad que las 3-tiofenilcumarinas previamente 
descritas418.  
De igual forma, se analiza el efecto de la sustitución bioisostérica 
benzeno/piridazina sobre la afinidad y selectividad hacia la MAO-B. Como se podía 
predecir a partir de los resultados previamente descritos, la sustitución con grupos 
metilo o metoxilo en posiciones 6 ó 7 del núcleo de cumarina y un átomo de bromo en 
posición 6 del anillo de piridazina origina derivados de 3-piridazinilcumarina con 
actividad en el rango micromolar (MC144 y MC147) o submicromolar (MC145 y 
MC146). Reproduciendo las sustituciones realizadas sobre el núcleo de cumarina en los 
derivados de 3-fenilcumarina238,419 analizamos también la actividad  de 3-(6-
halógenopiridazinil)cumarinas que incorporan un halógeno (Cl o Br) sobre el núcleo de 
cumarina resultando que la presencia de un átomo de bromo en posición 8 (MC152 y 
MC154) pero más aún en posición 7 (MC151 y MC156) incrementa la actividad 
inhibidora y la selectividad sobre la isoforma B de la MAO, obteniéndose derivados con 
actividad  en el rango de concentración del R-(-)-deprenilo o selegilina, utilizado como 
fármaco de referencia. MC151, el derivado más potente de esta serie, es 
FERNANDA RODRIGUEZ ENRÍQUEZ 
 
 286 
aproximadamente 500 veces más potente y más selectivo que el trans-RESV como 
IMAO-B. 
En general, los análogos híbridos resveratrol-cumarina convenientemente 
sustituidos que han sido descritos en esta memoria mejoran la actividad inhibidora y la 
selectividad sobre la isoforma B de la MAO con respecto al trans-RESV.  
La introducción de un puente amido entre el fenilo de la posición 3 y la cumarina 
origina los derivados de 3-benzamidocumarina. Este tipo de sustitución busca potenciar 
la actividad inhibidora de colinesterasas, como se comentará posteriormente, pero el 
estudio de su actividad inhibidora de la MAO pone de manifiesto un perfil dual IMAO-
B/IChE para algunos derivados de esta serie. Los sustituyentes presentes en el grupo 
benzamido habían sido ya estudiados para los derivados de 3-fenilcumarina, originando 
derivados potentes y selectivos sobre la MAO-B. Nuestros resultados indican que la 
introducción del puente amido conduce a una importante pérdida de la actividad sobre 
la MAO-B; por ejemplo MJM324 resultó 10 veces menos  potente que la 6-metil-3-(4’-
metilfenil)cumarina previamente descrita por nuestro grupo417. Además, contrariamente 
a lo que se había observado para los derivados de 3-fenilcumarina, la sustitución sobre 
el anillo bencénico, en general, también disminuye esta actividad. De esta forma, la  
3-benzamidocumarina (MJM246) aparece como el inhibidor MAO-B más interesante 
entre los derivados que no presentan ningún sustituyente en el anillo bencénico de la 
cumarina. Estos derivados presentan actividad en el rango micromolar o submicromolar 
y son selectivos sobre la isoforma MAO-B. La presencia de un grupo hidroxilo en la 
posición 4 de la cumarina no resulta adecuada para la actividad inhibidora de la MAO, 
como ya se había observado para los derivados de 3-fenil-4-hidroxicumarina, 
inhibidores de MAO-B menos potentes que los correspondientes derivados de  
3-fenilcumarina420.   
De forma similar a las modificaciones estructurales estudiadas sobre los análogos 
híbridos resveratrol-cumarina, se evaluaron una serie de isósteros en los que el anillo 
bencénico fue sustituido por un heteroarilo como tiofeno, piridina o furano. Esta 
sustitución isostérica conduce a una pérdida mayor de la actividad inhibidora de la 
MAO-B, similar a lo que se ha descrito para los análogos híbridos resveratrol-cumarina. 




o alquilamido) en posición 7 y un grupo metilo en posición 4, ambas posiciones han 
sido descritas por nosotros y otros autores como adecuadas para la sustitución para 
obtener cumarinas con actividad inhibidora de MAO-B234. Los resultados obtenidos 
muestran que en general, los derivados de 7-benzamido y 7-heteroarilamidocumarina 
son inhibidores más potentes de la isoforma B de la MAO que los derivados de  
3-amidocumarina, presentando además selectividad sobre esta isoforma. Para los 
derivados de 7-alquilamidocumarina, los mejores resultados como IMAO-B 
corresponden a aquellos con sustituyentes voluminosos mientras que si estos son de 
pequeño tamaño, carecen de selectividad. 
Dadas las interesantes propiedades descritas para la curcumina en relación con la 
EA y la EP382-396, se ha evaluado también una serie de análogos híbridos curcumina-
cumarina que presentan la sustitución bioisostérica de uno o ambos anillos bencénicos 
de la curcumina por un núcleo de cumarina que se une a la cadena alquenílica a través 
de la posición 3 ó 4 de la cumarina.  A la vista de los resultados obtenidos, los análogos 
curcumina-cumarina evaluados son inhibidores de la MAO-B menos potentes y 
selectivos que la curcumina. Sin embargo, A1K y A1L resultaron aproximadamente 2 y 
4 veces, respectivamente, más potentes sobre la MAO-A que la curcumina. Puesto que 
los inhibidores de la MAO-A son utilizados para el tratamiento de la depresión421, los 
resultados obtenidos abren una nueva perspectiva sobre el interés farmacológico de este 
tipo de derivados de cumarina. 
Los derivados de cumarina evaluados inhiben reversiblemente la isoforma B de la 
MAO. Los dos inhibidores de la MAO-B que se utilizan en el tratamiento de la EP 
desde hace muchos años, selegilina y rasagilina, inhiben la enzima de forma irreversible 
al unirse a su centro activo a través de un enlace covalente entre el fragmento de N-
propargil y el FAD. Como ya se ha comentado, proporcionan un efecto sintomático a 
través del aumento de los niveles de DA y su acción sobre los síntomas motores en 
pacientes con EP pero, se ha demostrado que, además, disminuyen la progresión de la 
muerte neuronal en modelos experimentales de la EP. Por lo tanto, durante años, los 
esfuerzos para obtener nuevos inhibidores se centraron principalmente en el diseño y 
síntesis de inhibidores irreversibles. Sin embargo, la safinamida, un IMAO-B reversible 
aprobado por la FDA hace pocos años, demostró un buen perfil farmacológico y menos 
efectos secundarios11,422.  
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Los inhibidores irreversibles presentan curvas de fusión de proteínas bifásicas, gran 
unión entálpicamente favorable y entrópicamente desfavorable, en contraste con los 
inhibidores reversibles, que se caracterizan por un aumento dependiente de la dosis en 
la estabilidad térmica y la unión impulsada por la entalpía. Debido a ello, muchos 
autores consideran que los inhibidores de la MAO-B de próxima generación serán 
inhibidores reversibles, como lazabemida, EVT-302 y HT-3951423 lo que confiere a 
nuestros derivados de cumarina un potencial adicional para su desarrollo farmacológico. 
6.2. DERIVADOS DE CUMARINA CON ACTIVIDAD INHIBIDORA DE CHE 
Como ya se ha comentado en esta memoria, existen cuatro inhibidores de AChE 
comercializados para el tratamiento de la EA que son, junto con la memantina, los 
únicos fármacos que han demostrado ser eficaces para retrasar la progresión de la 
enfermedad171,172. Los estudios desarrollados en las últimas décadas indican que en los 
cerebros de pacientes con EA, la AChE, además de catalizar la hidrólisis de la 
acetilcolina, también juega un papel importante en el depósito de placas Aβ debido a su 
interacción con el péptido Aβ a través de un conjunto de aminoácidos localizados cerca 
del PAS de la enzima424, demostrando que los IAChE que se unen al PAS podrían 
inhibir este proceso425. Más recientemente se ha descrito también la implicación del 
sistema colinérgico neuronal y no neuronal en la modulación del flujo sanguíneo 
regional cerebral, lo que contribuye a incrementar el interés por el potencial de las 
terapias colinérgicas en la EA426. Los niveles de ACh están también regulados por la 
BuChE, otra enzima ChE con un papel sináptico de hidrólisis de ACh menos importante 
que la AChE en cerebros sanos. Sin embargo, se ha descrito que en la EA la actividad 
de la AChE permanece sin cambios o incluso disminuye mientras que la actividad de la 
BuChE aumenta progresivamente, lo que sugiere que la inhibición de la BuChE también 
puede considerarse un enfoque válido para la terapia de la EA169. El papel de la BuChE 
en la regulación de la transmisión colinérgica aún no se comprende completamente y la 
AChE sigue siendo el objetivo principal. Sin embargo, este nuevo escenario ha alentado 
la búsqueda de fármacos que inhiban las enzimas ChE, AChE y BuChE. 
En la revisión bibliográfica de la presente memoria se describen un gran número de 




voluminosos en posiciones 3 ó 7 del núcleo de cumarina como adecuada para obtener 
derivados que presenten esta actividad241-246. 
La bibliografía también recoge derivados de 3-fenilcumarina con un grupo amino 
secundario sobre el fenilo de la posición 3 ó en la posición 7 del núcleo de cumarina, 
que presentan actividad inhibidora de AChE y BuChE, en ellos se observa además que 
la presencia de sustituyentes voluminosos en estas posiciones incrementa la actividad 
inhibidora de AChE427,428. Nuestros resultados indican que en la serie de  
3-fenilcumarinas evaluada, los mejores resultados de actividad corresponden a aquellos 
derivados que no presentan sustituyentes sobre el fenilo de la posición 3 (CUMIa y 
JLG9b). Estos derivados inhiben selectivamente la BuChE en el rango micromolar. 
Ambos presentan un grupo hidroxilo en posición 7, un rasgo estructural que comparten 
con la escopoletina241. Por otro lado, en las series de 3-heteroarilcumarinas evaluadas, 
únicamente la 7-hidroxi-3-(tiofen-2-il)cumarina (MJM451) presenta una actividad 
destacable inhibiendo la BuChE a concentración micromolar. En resumen, de los 
resultados obtenidos para los diferentes análogos híbridos resveratrol-cumarina 
podemos inferir que la posición 7 de la cumarina es la más adecuada para la sustitución, 
lo que concuerda con los datos de la bibliografía, un sustituyente adicional en el núcleo 
de cumarina reduce la actividad de los derivados de 7-hidroxi-3-fenilcumarina o  
7-hidroxi-3-heteroarilcumarina y lo mismo ocurre con los sustituyentes sobre el fenilo o 
heteroarilo de la posición 3. Los análogos híbridos resveratrol-cumarina representan, 
por tanto, un scaffold adecuado para farmacomodulación permitiendo obtener 
inhibidores de AChE427,428 o BuChE en función de los sustituyentes presentes en la 
molécula.  
En relación con los derivados de 3-benzamidocumarina, en la revisión bibliográfica 
se recogen 3-amidocumarinas con mayor actividad sobre AChE que sobre BuChE245. Se 
han descrito también 3-(4-piperazin-1-carbonil)cumarinas con actividad inhibidora de 
AChE en el rango de concentración micromolar429. Nuestros resultados nos permiten 
observar que para que los derivados de 3-benzamidocumarina presenten actividad 
inhibidora de AChE es necesario un sustituyente en la posición 4 del anillo bencénico 
(MJM247, MJM249, MJM253 y MJM255) y que sustituciones adicionales sobre el 
anillo bencénico conllevan, en general, una pérdida de actividad. Al igual que ocurre 
con la actividad IMAO-B de estos derivados, la presencia de sustituyentes hidroxilo en 
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posición 4 del núcleo de cumarina disminuye la actividad inhibidora de AChE mientras 
que un metilo en posición 6 (MJM324) la incrementa. La sustitución isostérica del 
anillo bencénico por un heteroarilo conduce a la pérdida de la actividad. Además, 
nuestros resultados ponen de manifiesto la importancia de la sustitución en posición 3 
del núcleo de cumarina para la obtención de IAChE. Los derivados de 7-benzamido,  
7-heteroarilo y 7-alquilamidocumarina presentados en esta memoria carecen de 
actividad relevante sobre las ChEs. 
También los análogos híbridos curcumina-cumarina carecen de una actividad 
inhibidora de AChE destacable, siendo en general menos activos que la curcumina. Sin 
embargo,  algunos de ellos presentan una actividad ligeramente superior a la curcumina 
sobre la BuChE. Aun así, los resultados obtenidos nos permiten concluir que este 
scaffold no es adecuado para la obtención de inhibidores de ChE. 
 Aunque no disponemos de datos experimentales sobre el modo de inhibición de la 
AChE para nuestros derivados de 3-benzamidocumarina, los inhibidores de AChE con 
estructura cumarínica descritos en la bibliografía, en general, se unen tanto al sitio 
activo catalítico como al PAS de la enzima y por tanto son capaces de inhibir, en mayor 
o menor medida, la agregación de Aβ inducida por AChE168.  
6.3. DERIVADOS DE CUMARINA CON ACTIVIDAD INHIBIDORA DE BACE1 
Otra alternativa para disminuir la formación de placas de Aβ en los pacientes de EA 
es mediante la inhibición de la BACE1. La inhibición de esta enzima podría ofrecer un 
abordaje interesante para el tratamiento de la EA, pues al frenar o disminuir el 
procesamiento de la APP hacia A, se incrementa la vía no amiloidógena de la APP, 
reduciéndose la formación de los péptidos A40 y A42 que son los que más tienden a 
agregarse y que más se relacionan con la formación de las placas de A128,129. 
Hasta la fecha no hay ningún fármaco comercializado con este mecanismo de 
acción. Esto puede ser debido, al menos en parte, a la conformación de la enzima. Como 
ya se ha indicado previamente, la BACE1 presenta una gran cavidad en el sitio activo 
de la enzima, de forma que hasta el momento las moléculas descritas, capaces de unirse 




principalmente peptidomiméticos. Sin embargo, estos peptidomiméticos son estructuras 
de gran tamaño y alto PM, por lo que no presentan características farmacocinéticas 
adecuadas para el paso a través de membranas biológicas, mucho menos lograr penetrar 
a través de la BHE y poder acceder al SNC247. 
Por ello,  resulta de interés el desarrollo de nuevos inhibidores no peptídicos con un 
tamaño lo suficientemente elevado para unirse al sitio activo con alta afinidad, pero por 
otra parte, lo suficientemente pequeños para tener un perfil farmacocinético favorable 
que les permita conseguir una adecuada penetración en el SNC. Como se describe en la 
revisión bibliográfica, existen cumarinas y furanocumarinas con sustituyentes 
voluminosos como bergamotina y 8-geraniloxipsoraleno que han resultado inhibidores 
de BACE1249. A priori, parecería que los híbridos curcumina-cumarina aquí descritos, 
debido al tamaño mayor de la molécula, podrían resultar inhibidores de esta enzima. 
Los resultados muestran que este tipo de derivados carecen de actividad; sin embargo, 
derivados de cumarina que presentan un menor volumen molecular como CUM71, 
MJM430 y MC78, muestran actividad inhibidora de BACE1 en el rango micromolar, 
lo que constituye un punto de partida interesante y esperanzador para encontrar, en un 
futuro, estructuras capaces de inhibir la BACE1 y, que además, cuenten con un perfil 
farmacocinético adecuado. 
Los resultados obtenidos no permiten establecer una relación entre la estructura de 
los derivados de cumarina descritos en esta memoria y su actividad inhibidora de 
BACE1; sin embargo, es posible observar algunas similitudes entre ellos y otros 
derivados de cumarina descritos en la bibliografía. 7-tiofenamido-4-metilcumarina 
(MJM340) presenta un sustituyente voluminoso en la posición 7, al igual que el 
aurapteno con un grupo geraniloxi en esa posición y también inhibidor de BACE1249. El 
primer inhibidor dual de AChE y BACE1, el AP2238264,267,268, por su parte, presenta un 
fenilo sustituido unido al núcleo cumarina en posición 3, algo que comparte con el 
compuesto CUM71. 
6.4. DERIVADOS DE CUMARINA CON ACTIVIDAD INHIBIDORA DE COX 
El interés en conocer la actividad de los derivados de cumarina recogidos en esta 
memoria sobre la enzima COX, se basa en la participación de esta enzima en eventos 
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fisiológicos y patológicos con un temprano y marcado componente inflamatorio, algo 
que ocurre en las enfermedades neurodegenerativas como la EP y la EA. Durante 
mucho tiempo se tendió a pensar que las propiedades antiinflamatorias estaban más 
asociadas a la inhibición de la COX-2 y los efectos secundarios (principalmente 
aquellos que afecta al tubo digestivo) a la inhibición de la COX-1. Sin embargo, en los 
últimos años se ha visto que la COX-1 es una diana a tener en cuenta en el desarrollo de 
fármacos que eviten o reviertan los procesos de neuroinflamación. Una respuesta 
predominante a todos los tipos de lesiones en el SNC es la activación de la microglía en 
la que se encuentra de forma predominante la COX-1. Por ello, cabe pensar que la 
COX-1 podría tener un papel importante en el proceso neuroinflamatorio. Se sabe que 
diferentes estímulos entre los que se incluyen los ya mencionados LPS, el péptido Aβ, 
el MPTP, priones, la lesión neuronal y factores derivados de la microglía, pueden 
activar esta microglía induciendo mediadores pro-inflamatorios tales como la iNOS, la 
NADPH oxidasa y la COX-2. Como consecuencia, se produce la liberación de citocinas 
como la IL-1β, la IL-6 y el TNF-α, quimiocinas, NO y PGs, todos ellos, asociados con 
la neuroinflamación. La COX-2, presente principalmente en las neuronas piramidales, 
podría jugar un papel importante en condiciones en las que las neuronas se ven 
directamente afectadas, participa principalmente en el aumento de la síntesis de PG en 
respuesta a las lesiones neuronales, como la isquemia y la excitotoxicidad. Por lo tanto, 
la COX-1 es responsable de la respuesta primaria a los estímulos inflamatorios, 
mientras que la COX-2 es responsable de la respuesta secundaria, y viceversa, en caso 
de daño neuronal, es la COX-2 la responsable de la respuesta primaria, mientras que la 
COX-1 es responsable de la respuesta secundaria, tras la activación de la microglía430.  
En el cerebro de pacientes con EA se encontraron células de la microglía que 
expresaban COX-1 alrededor de las placas amiloides viéndose que, por ejemplo, el uso 
de indometacina es capaz de ejercer un efecto beneficioso sobre el deterioro cognitivo 
de los pacientes con EA y que el uso de dosis bajas de aspirina se asocia con un menor 
riesgo de padecer la EA. Por otro lado, se observó una regulación positiva de COX-2 en 
las etapas tempranas de la EA y una regulación negativa en las etapas avanzadas. 
Además, los ensayos aleatorios con los inhibidores preferenciales de COX-2 celecoxib 




Existen muchas cumarinas naturales o sintéticas que han evidenciado propiedades 
antiinflamatorias, descubriéndose que la sustitución con grupos hidroxilos en las 
posiciones 4 y 7 es interesante para esta actividad216. En base a esto, entre las cumarinas 
descritas en esta memoria, se seleccionaron para estudiar su actividad sobre la COX, 
aquellas que presentan hidroxilos fenólicos en su estructura correspondientes a las series 
de 3-fenilcumarina, 3 ó 4-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina y 4,4’-(3,5-
dioxohepta-1,6-dien-1,7-diil)biscumarina. Además estos derivados presentan en su 
estructura un análogo de RESV o cumarina y ambos compuestos también han 
demostrado propiedades antiinflamatorias relacionadas con la inhibición de esta enzima. 
La evaluación se llevó a cabo de forma general sobre la COX-1 aislada de plaquetas 
humanas. Solo para un número reducido de compuestos, se llevó a cabo también el 
estudio de la actividad inhibidora sobre la COX-2 utilizando enzima recombinante 
humana, debido al alto coste de esta enzima.  
En la bibliografía se ha descrito el ciclocumarol, con estructura de  
3-bencilcumarina260, con actividad inhibidora de COX. Nuestros resultados demuestran 
que las 3-fenilcumarinas presentan también un gran interés. La presencia de grupos 
hidroxilo en posiciones meta y meta/para del sustituyente fenilo es importante para esta 
actividad. Para los derivados que presentan sustituyentes hidroxilo tanto sobre el núcleo 
de cumarina como sobre el sustituyente fenilo, al incrementarse el número, disminuye la 
actividad. Muchos de los derivados de esta serie (CUM11, CUM32, CUM 61, SMB1, 
JLG9b) presentan una actividad sobre la COX-1 similar a la mostrada por la 
indometacina o diclofenaco. Aquellos en los que dos grupos hidroxilo sobre la cumarina 
ocupan posiciones alternas (5 y 7 ó 6 y 8) son selectivos sobre esta isoforma (CUM32, 
CUM51, CUM61). Es destacable la actividad de CUM51, casi 4 veces más potente que 
la indometacina sobre COX-1; su potencia y sobretodo su selectividad lo convierten en 
una herramienta farmacológica útil para estudiar el papel de la COX-1 en la 
neuroinflamación iniciada en la microglía y su implicación en la activación secundaria 
de la COX-2 y quizá también en un potencial candidato para el desarrollo de fármacos. 
Otros derivados como CUM71 y SMA1, aunque carecen de selectividad, son más 
potentes que la indometacina o el diclofenaco. Teniendo en cuenta los efectos 
beneficiosos sobre el deterioro cognitivo en la EA asociados a la indometacina, estas 
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moléculas podrían tener un potencial interés para el desarrollo de fármacos 
antiinflamatorios con interés en la EA.  
En la bibliografía se han descrito derivados de curcumina para los que la inhibición 
de la expresión de COX-2 es más importante que la inhibición de su actividad 
enzimática378. Los resultados sobre la actividad inhibidora de COX-1 para los híbridos 
curcumina-cumarina descritos en esta memoria, nos permiten observar que la cadena 
fenilalquenílica debe unirse en la posición 4 del núcleo de cumarina, los derivados de  
3-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina no presentan actividad frente a COX-
1. En general, los derivados de 4-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina 
presentan actividad en el rango de concentración micromolar, similar a la curcumina 
(CI50 ≈ 50 µM)
432, pero la naturaleza y posición de los sustituyentes condiciona su 
potencia.  
6.5. DERIVADOS DE CUMARINA CON ACTIVIDAD NEUROPROTECTORA 
Para evaluar la actividad neuroprotectora de los derivados de cumarina 
correspondientes a las distintas series estudiadas en esta tesis doctoral, se utilizó un 
modelo de toxicidad inducida por radicales libres tanto en células de línea SH-SY5Y 
como en neuronas de corteza motora de rata. Este modelo, ampliamente aceptado, 
consiste en aportar una fuente de ERO exógena incubando las células con H2O2
433,434.  
Los resultados encontrados para los análogos híbridos resveratrol-cumarina 
correspondientes a la serie de derivados de 3-fenilcumarina muestran, de forma general, 
que la actividad neuroprotectora es mayor para aquellos compuestos que presentan un 
mayor número de grupos hidroxilo en su estructura, siendo especialmente relevante la 
presencia de estos sustituyentes en posiciones meta/para o meta del sustituyente fenilo. 
Los derivados de 3-heteroarilcumarina que presentan dos grupos hidroxilo en las 
posiciones 7 y 8 del núcleo de la cumarina (MJM452 y MJM471) presentan 
igualmente actividad neuroprotectora; esto pone de manifiesto la importancia de la 
presencia de un grupo catecol o pirogalol para que los análogos híbridos resveratrol-




Además es importante señalar que los derivados de 3-fenilcumarina presentan una 
actividad neuroprotectora más marcada y generalizada en neuronas de corteza motora 
que en células SH-SY5Y. En general, aquellos que muestran efectos neuroprotectores 
frente a H2O2 en células SH-SY5Y los muestran también en neuronas, pero esto no 
ocurre a la inversa. A concentración 10 M, los derivados con actividad neuroprotectora 
en neuronas de corteza motora son CUM11, CUM51, CUM71, CUM81, CUM91, 
SMA1, JLG5b, JLG12b y MJM43b. Esta actividad neuroprotectora se pierde en las 
células de SH-SY5Y para los compuestos CUM11, CUM51, CUM71, CUM81, 
JLG12b. Como excepción, CUM21 y CUM21C que presentan actividad 
neuroprotectora en células de línea SH-SY5Y, pero únicamente una tendencia a un 
efecto protector sobre las neuronas de cultivo primario. Es conveniente señalar que 
aunque las células SH-SY5Y no diferenciadas se usan ampliamente como modelo de 
línea celular para estudios en neurociencia, carecen de muchas propiedades  neuronales, 
lo que les confiere una diferente sensibilidad frente a sustancias neurotóxicas y 
neuroprotectoras435.  
Los derivados de 3 ó 7-amidocumarina estudiados, en general, carecen de actividad 
neuroprotectora. Los resultados indican que la presencia de un grupo hidroxilo en la 
molécula no es suficiente para la actividad neuroprotectora, ya que esta se aprecia 
únicamente para 4-hidroxi-3-(3’,4’,5’-trimetoxibenzamido)cumarina (MJM229) y  
3-(4’-clorobenzamido)-4-hidroxicumarina (MJM260) en neuronas de corteza motora de 
rata tratadas con H2O2.  
En las diferentes series de análogos curcumina-cumarina se han identificado dos 
derivados H1J4 y H1K5 con efecto neuroprotector en células SH-SY5Y y tres 
derivados B1B, I1I y L1L con efecto neuroprotector en neuronas de corteza motora de 
rata. Aunque todos los compuestos con actividad neuroprotectora presentan un elevado 
número de grupos hidroxilo, este no parece ser el único condicionante para la actividad 
neuroprotectora de este tipo de derivados, ya que la mayoría de los compuestos carecen 
de esta actividad.  
Estos análogos son moléculas con un alto peso y volumen molecular que en algunos 
casos presentan problemas de solubilidad en el medio de cultivo. Nuestros resultados 
indican que su formulación en nanopartículas biodegradables mejora la solubilidad y su 
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paso a través de la membrana celular y H1K5 y H1i2 pasan de tener un efecto 
neurotóxico a concentración 1 µM a un efecto neuroprotector estadísticamente 
significativo frente a H2O2 a concentración 10 nM. Para explicar este efecto 
neuroprotector es necesario recurrir a un mecanismo de acción, la hormesis, que 
comparten varios compuestos fitoquímicos entre los que se encuentra la curcumina436. 
Este fenómeno se define como una estimulación de la protección celular a dosis bajas y 
una inhibición de la misma a dosis altas de compuesto, lo que resulta en una curva dosis 
respuesta en forma de J o de U invertida. Un compuesto tóxico que produzca efecto de 
hormesis presenta a dosis bajas el efecto contrario al que tiene a dosis más elevadas, que 
es lo que se aprecia para estos híbridos curcumina-cumarina. 
La actividad antioxidante de los compuestos fenólicos está ampliamente descrita en 
la bibliografía437 y podría justificar los efectos neuroprotectores mostrados por muchos 
de los derivados de cumarina descritos en esta memoria. Los antioxidantes secuestran 
radicales libres retardando la peroxidación lipídica y protegiendo a las células frente a 
ERO. Para determinar la actividad secuestradora de radicales libres de nuestros 
derivados de cumarina se eligió el método de DPPH• que evalúa la actividad 
antioxidante mediante una reacción de transferencia de un electrón o un átomo de 
hidrógeno al radical libre.   
Los derivados de 3-fenilcumarina con hidroxilos fenólicos muestran una elevada 
actividad secuestradora de radicales libres. Esta actividad se incrementa con el número 
de grupos hidroxilo presentes, siendo los derivados más potentes aquellos que presentan 
un grupo catecol o pirogalol en su estructura (CUM11, CUM71, SMA1, SMB1, 
JLG5b, JLG12b y MJM43b) con una CE50 inferior a 10 M en todos los casos e 
inferior para muchos de ellos a la CE50 de la vitamina C utilizada como referencia.  
CUM61, que también presenta un grupo pirogalol, muestra una CE50 más elevada (CE50 
= 42,45 M), lo que podría explicar su ausencia de actividad neuroprotectora frente a 
H2O2 ya que en los ensayos de neuroprotección la concentración de compuesto utilizada 
es 10 µM. También es destacable que SMB1, un secuestrador de radicales libres muy 
potente (CE50 = 2,59 µM), carece de actividad neuroprotectora, por lo que podría haber 




Entre los derivados de 3-heteroarilcumarina únicamente MJM452 y MJM471, 
ambos con un grupo catecol en su estructura, muestran una potente actividad 
secuestradora de radicales libres que podría justificar, al menos en parte, su actividad 
neuroprotectora. Los derivados de las series 3-(6-oxo-1,6-dihidropiridazin-3-
il)cumarina y 3-(piridazin-3-il)cumarina, que no muestran actividad neuroprotectora, 
carecen también de actividad como secuestradores de radicales libres. 
En las series de derivados de 3 ó 7-amidocumarina, los mejores resultados de 
neutralización de radicales libres corresponden a los derivados de 3-benzamido-4-
hidroxicumarina, siendo esta actividad inferior para los derivados de 3-heteroarilamido-
4-hidroxicumarina y nula para los derivados de 7-amidocumarina posiblemente porque 
estos carecen de grupos hidroxilo en su estructura. Aunque todos los derivados de  
3-benzamido-4-hidroxicumarina muestran una actividad secuestradora de radicales 
libres similar (aproximadamente 50% de los radicales captados a concentración 100 
µM), únicamente MJM229 y MJM260 muestran actividad neuroprotectora, lo que una 
vez más pone de manifiesto la existencia de otros mecanismos implicados en esta 
actividad. 
En las series de análogos híbridos curcumina-cumarina, los mejores resultados de 
neutralización de radicales libres corresponden a los derivados de 4-(7-fenil-3,5-
dioxohepta-1,6-dien-1-il)cumarina. Los resultados obtenidos no permiten establecer una 
REA y tampoco parece que la actividad neuroprotectora mostrada por algunos de estos 
análogos esté relacionado con su actividad secuestradora de radicales libres. 
Únicamente LIL presenta una CE50 = 15,41 µM que podría explicar la actividad 
neuroprotectora pero A1J, A1L, B1K, J1J y K1K con CE50 similar o inferior carecen 
de esta actividad. 
Los derivados de cumarina SMA1, JLG5b, MJM471 y CUM71, con actividad 
neuroprotectora, se seleccionaron para estudiar también su actividad antioxidante en 
células SH-SY5Y. Para evaluar la generación de ERO por las células, como 
consecuencia del tratamiento con H2O2, se utilizó la sonda fluorescente DCFDA que 
permite observar un incremento en la intensidad de fluorescencia debido a la oxidación 
del acetato de DCF. Los resultados obtenidos sugieren que CUM71, JLG5b y sobre 
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todo MJM471 pueden prevenir la formación intracelular de ERO respecto de las células 
tratadas exclusivamente con H2O2.  
Por último, se seleccionaron los derivados de 3-fenilcumarina SMA1 y JLG5b, 
ambos con acción neuroprotectora frente a H2O2 tanto en neuronas de cultivo primario 
de corteza motora como en células de línea SH-SY5Y, para evaluar un posible 
mecanismo neuroprotector a nivel genético estudiando las modificaciones en la 
expresión de NF-κB, Nrf2, Casp3 y TNF-. Además, ambos compuestos presentan 
capacidad secuestradora de radicales libres y SMA1, resultó ser un potente inhibidor de 
COX-1 y COX-2, otro mecanismo que justifica su acción neuroprotectora. Como ya se 
ha comentado en la introducción de esta memoria NF-κB es un factor de transcripción 
que actúa como un regulador pleiotrópico de genes que controlan procesos fisiológicos 
y procesos patológicos asociados con la neurodegeneración. La actividad de NF-κB es 
inducida por ERO e incrementa la producción de enzimas pro-inflamatorias implicadas 
en la neurodegeneración como COX-2 e iNOS225,299,438. La enzima Casp3 es un 
miembro de la familia de endoproteasas que está implicada en la regulación de la 
apoptosis en las enfermedades neurodegenerativas como la EP y la EA439. TNF-α es el 
miembro prototípico de una gran familia de citocinas que juegan un papel importante en 
la regulación del sistema inmune innato y adaptativo. Los niveles persistentemente 
elevados de TNF-α se han implicado en la inflamación crónica y se han asociado con 
las enfermedades neurodegenerativas. Por lo tanto, el bloqueo de la señalización de 
TNF-α se plantea como una alternativa para el tratamiento de estas enfermedades. Nrf2 
es un factor de transcripción conocido por su función en el control de la expresión basal 
e inducible de una variedad de enzimas antioxidantes y desintoxicantes. Su capacidad 
para regular el metabolismo intermedio y la función mitocondrial hace que la activación 
de Nrf2 sea una estrategia atractiva e integral para el tratamiento de los trastornos 
neurodegenerativos440. Nuestros resultados muestran que JLG5b y SMA1 no modifican 
la expresión del ARNm codificante para estos mediadores de inflamación y apoptosis 
de forma estadísticamente significativa. Sin embargo, ambos, pero sobre todo JLG5b 
muestra una tendencia a aumentar la expresión del ARNm codificante para Nrf2. Será 
necesario estudiar en un futuro su acción sobre la expresión de enzimas antioxidantes 
reguladas por Nrf2 como SOD y CAT para comprobar si este mecanismo está también 




6.6. CUMARINAS CON ACTIVIDAD MULTIDIANA 
Como se ha comentado repetidas veces a lo largo de esta memoria, para el 
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como la EP y la EA es interesante 
disponer de fármacos multidiana capaces de actuar de forma simultánea sobre múltiples 
dianas implicadas en la patogenia de la enfermedad.  
En la revisión bibliográfica se han descrito numerosos derivados de cumarina con 
actividad sobre alguna de las dianas implicadas en la EP y la EA y también algunos 
derivados que presentan actividad simultáneamente sobre varias de esas dianas. 
Los resultados de actividad descritos anteriormente para los derivados de cumarina 
estudiados en esta tesis doctoral nos han permitido identificar varios ligandos 
multidiana: 
– Compuestos con actividad dual inhibidores de la MAO-B y la AChE o la 
BuChE: CUMIa y MJM451, dos análogos híbridos resveratrol-cumarina, 
presentan actividad inhibidora de MAO-B/BuChE con valores de CI50 similares 
sobre ambas enzimas y MJM249, MJM253, MJM254 y MJM324, todos ellos 
derivados de 3-benzamidocumarina, presentan actividad inhibidora de MAO-
B/AChE. 
– CUM71, un análogo híbrido resveratrol-cumarina, es un inhibidor de 
BACE1/COX-1/COX-2 que muestra actividad neuroprotectora frente al estrés 
oxidativo tanto en células SH-SY5Y como en neuronas de corteza motora de 
rata. Además de la inhibición de las isoformas de la COX, se han identificado 
otros mecanismos que justifican su actividad neuroprotectora como su capacidad 
para secuestrar radicales libres y la inhibición de la generación de ERO 
intracelular. MJM340, un derivado de 7-heteroarilamidocumarina, es un 
inhibidor dual MAO-B/BACE1. 
– Los análogos híbridos resveratrol-cumarina JLG5b y MJM43b y curcumina-
cumarina A1L, H1K5, I1I, son IMAO que además presentan actividad 
neuroprotectora frente al estrés oxidativo por un mecanismo independiente de la 
inhibición de la actividad enzimática, son secuestradores de radicales libres y 
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JLG5b inhibe además la generación de ERO intracelular mientras que A1L e 
I1I son inhibidores de COX-1. 
Estos resultados ponen de manifiesto el interés de los análogos híbridos resveratrol-
cumarina, curcumina-cumarina y los derivados de 3 ó 7-amidocumarina para el 
desarrollo de fármacos multidiana. 
6.7. NEUROTOXICIDAD, PROPIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS Y PREDICCIÓN DE PASO A 
TRAVÉS DE BHE 
Una de las principales complicaciones del desarrollo de nuevos fármacos radica en 
los problemas que presentan muchos compuestos químicos para su paso a través de 
membranas celulares lo que condiciona los procesos de absorción, distribución, 
metabolismo y eliminación (ADME). Otro de los problemas es su posible toxicidad.  
Por ello, previamente a la realización de los estudios in vivo, se realizaron estudios 
de neurotoxicidad de los nuevos derivados de cumarina en células de línea SH-SY5Y y, 
de forma complementaria, en cultivos primarios de neuronas de corteza motora de fetos 
de rata Wistar Kyoto para establecer su toxicidad en un sistema que no sea una línea 
celular inmortalizada. Para la determinación de la viabilidad celular, se empleó el 
método de reducción del MTT que es una medida del metabolismo celular, como se 
explicó en la metodología. Para poder comparar los resultados obtenidos, todos los 
derivados de cumarina se estudiaron a concentración 10 µM, una concentración en el 
rango de la de los compuestos con actividad y a la que se evitan los problemas de 
precipitación que pueden aparecer para algunos de ellos a concentraciones superiores.  
Desde hace años, se trabaja con la denominada regla de los 5 o regla de Lipinski en 
la que se recogen una serie de propiedades físico-químicas comunes a todas aquellas 
moléculas que presentan buenas propiedades de solubilidad y permeabilidad406. La regla 
de Lipinski predice que la mala absorción o penetración de un fármaco es más probable 
cuando hay más de cinco donantes de enlaces de hidrógeno, más de 10 aceptores de 
enlaces de hidrógeno, el peso molecular es mayor a 500 Da y LogP es mayor que 5. Por 
ello, se determinaron las propiedades físico-químicas de estos compuestos y se llevó a 




a través de la BHE. Para algunos derivados de las series de 3-fenilcumarina y 3-
benzamidocumarina, esta predicción se realizó también mediante estudios in vitro 
usando la metodología de membranas artificiales paralelas (PAMPA).  
Entre las diferentes series de análogos híbridos resveratrol-cumarina, los derivados 
de 3-piridazilcumarina son los que presentan los mayores problemas de toxicidad. 
MC99, MC144, MC150, MC151, MC152 y MC159 presentan efecto neurotóxico 
sobre neuronas de corteza motora de rata pero esta toxicidad desaparece en las células 
SH-SY5Y. Frente a las neuronas de corteza motora de rata, la línea celular SH-SY5Y es 
de origen humano, pero los resultados sobre la carencia de neurotoxicidad de estos 
derivados de 3-piridazinilcumarina en estas células deben de ser tomados con cautela 
debido a la posibilidad de resistencia a los fármacos que presentan las células tumorales. 
Un comportamiento similar presentan la 7-metoxi-(4-hidroxifenil)cumarina (CUM10) y 
la 8-hidroxi-3-(tiofen-2-il)cumarina (CUM450). Por el contrario MC157 carece de 
toxicidad sobre neuronas de corteza motora de rata pero resulta neurotóxico en las 
células SH-SY5Y. 
Ninguno de los derivados de 3 ó 7-amidocumarina presenta neurotoxicidad en 
neuronas de corteza motora de rata. Sin embargo, los derivados de  
7-benzamidocumarina con un único sustituyente en posición para de la benzamida 
(MJM273, MJM275, MJM277, MJM279) y la 7-(tiofen-2-ilamido)cumarina 
(MJM340) mostraron una toxicidad significativa en células SH-SY5Y, contrariamente 
a lo esperado, lo que se explica por la diferente sensibilidad de estas células ya 
comentada anteriormente. 
En las distintas series de los análogos híbridos curcumina-cumarina, se han 
identificado 2 derivados: 3,3’-(3,5-dioxohepta-1,6-dien-1,7-diil)biscumarina (H1i2) y 
6,7-dihidroxi-3-(7-(3’,4’,5’-trihidroxifenil)-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-il)-cumarina 
(H1L3) que, a concentración 10 µM, presentan efectos neurotóxicos en células  
SH-SY5Y. H1i2, formulado en nanopartículas biodegradables, mantiene los efectos 
neurotóxicos a concentración 1µM. Además, el derivado H1K5 presenta toxicidad a 
concentraciones más bajas (1 µM o 100 nM) cuando es administrado en forma de 
nanopartículas biodegradables. Un efecto similar se observa para la curcumina que a 
concentración 10 µM no tiene efecto sobre la viabilidad celular pero administrada a 
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concentración más baja (1 µM) en forma de nanopartículas presenta también 
neurotoxicidad. Este efecto puede ser debido a su limitada solubilidad en el medio de 
cultivo y a una mayor penetración en la célula cuando estos compuestos son formulados 
como nanopartículas. 
Ninguno de los análogos híbridos resveratrol-cumarina ni los derivados de 3 ó 7 
amidocumarina presentan ninguna violación de la regla de Lipinski por lo que, al menos 
teóricamente, sus propiedades físico-químicas serían en principio apropiadas para 
permitir el paso a través de membranas celulares. Sin embargo, la predicción de paso a 
través de BHE realizada con el programa “CBligand-BBB predictor” arroja resultados 
diferentes. Únicamente los derivados de las series de 3-fenilcumarina (CUMa y 
CUMIa) y 3-heteroarilcumarina (MJM450, MJM451, MJM465 y MJM470) con un 
único sustituyente hidroxilo en su estructura, atravesarían la BHE. Para los derivados de 
la serie 3-(6-oxo-1,6-dihidropiridazin-3-il)cumarina, en general, la predicción resulta 
negativa cuando existe un sustituyente metoxilo sobre el núcleo de cumarina, mientras 
que al menos teóricamente, todos los derivados de la serie 3-(piridazin-3-il)cumarina 
pueden atravesar la BHE.  
Entre los derivados de las diferentes series de 3-amidocumarinas, únicamente 
MJM195 con un sustituyente ciclohexilamido presenta una predicción positiva para su 
paso a través de BHE. La predicción es más favorable para los derivados de 7-amido-4-
metilcumarina; de hecho, 7-benzamido-4-metilcumarina (MJM272) atravesaría la BHE 
y el mismo resultado se obtiene para aquellos derivados que presentan sustituyentes 
apolares (metilo, cloro) sobre el anillo bencénico (MJM275 y MJM277). Sin embargo 
la presencia de sustituyentes polares (metoxilo o nitro) hace que la predicción sea 
negativa. De la misma forma, para las series de 7-heteroarilamido y  
7-alquilamidocumarinas el incremento de la polaridad del sustituyente amida hace que 
la predicción de paso a través de BHE favorable para MJM340 y MJM430 pase a ser 
negativa para los otros derivados. 
Los análogos híbridos curcumina-cumarina, aunque no presentan violaciones de la 
regla de Lipinski (con la excepción de aquellos con un sustituyente de naturaleza 
aminoacídica), sí tienen valores elevados para todas las propiedades físico-químicas 




BHE es negativa para todos ellos, al igual que para la curcumina. Los datos de 
neurotoxicidad y neuroprotección obtenidos parecen indicar que la formulación de estos 
derivados en nanopartículas biodegradables facilita su paso a través de las membranas 
celulares. 
Sin embargo, no podemos olvidar que estos resultados corresponden a predicciones 
teóricas que nunca serán definitivas para conocer la capacidad de paso a través de 
membranas biológicas de una nueva molécula. Además, los resultados de la predicción 
teórica son, en muchos casos, contradictorios con los resultados de los ensayos in vitro 
usando la metodología PAMPA. Según estos resultados, derivados de la serie de 3-
fenilcumarina como CUM21 para el cual la predicción de paso a través de BHE había 
resultado negativa, accedería al SNC. Lo mismo ocurre para algunos derivados de la 
serie de 3-benzamidocumarina como MJM223, MJM247 y MJM257. Resulta curioso 
que todos estos derivados contienen sustituyentes metoxilo en su estructura cuando la 
predicción teórica indica que la presencia de estos grupos contribuye negativamente al 
paso a través de BHE. 
6.8. ESTUDIOS IN VIVO: OFT Y ORT 
En el desarrollo de esta tesis doctoral, además de los estudios in vitro y las 
predicciones teóricas, se llevaron a cabo estudios in vivo. Para ello, previamente se 
seleccionaron los derivados de cumarina más interesantes como inhibidores de MAO-B 
y AChE. Utilizando el test de campo abierto, se evaluó la actividad in vivo en modelo 
farmacológico de EP de los compuestos CUM21, MJM272, MJM470, MJM511 y 
MC151. El test de reconocimiento de objeto se utilizó en ratones modelo farmacológico 
de EA para evaluar la actividad in vivo del compuesto MJM255. 
Se llevó a cabo un estudio sobre el efecto de estos compuestos en ratones sin 
tratamiento previo y su posible toxicidad desde su administración y durante los cinco 
días posteriores a la misma transcurridos hasta su sacrificio. No se observa toxicidad 
apreciable a simple vista en los animales que reciben los compuestos.  
De los derivados de cumarina analizados, los compuestos MJM470 (derivado de 3-
(tiofen-2-il)cumarina) y MC151 (derivado de 3-(piridazin-3-il)cumarina) ejercen un 
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aumento estadísticamente significativo en los parámetros evaluados (distancia recorrida, 
velocidad y tiempo total en movimiento). Ambos son derivados 7-sustituidos de 3-
heteroarilcumarina siendo tiofeno el heterociclo en MJM470 y piridazina en MC151; 
los dos presentan un átomo de bromo sobre el heterociclo. Ambos derivados resultan 
activos in vivo a las dos dosis evaluadas (100 y 10 mg/Kg), manifestando una variación 
en los parámetros evaluados equiparable a la del fármaco de referencia utilizado, el  
R-(-)-deprenilo (selegilina). Además, es interesante señalar que, dependiendo de la 
dosis, es uno u otro el compuesto más activo. Así, el compuesto que muestra mayor 
actividad a la dosis de 100 mg/Kg es el MJM470 (en combinación con LD:B),  
mientras que a la de 10 mg/Kg es el MC151 (en combinación con LD:B) el que 
presenta una actividad más interesante. Esto parece indicar que el MC151 es un 
compuesto más potente que el MJM470. 
Como hemos dicho previamente, la reserpina es capaz de bloquear el VMAT, 
dando lugar a hipocinesia al impedir el almacenamiento de la DA y provocar su 
depleción. Ante los resultados observados, se podría señalar que quizá el MJM470 y el 
MC151 no sólo actúan como inhibidores de la isoforma B de la MAO in vitro, sino que 
también ejercen esta actividad in vivo. Los resultados obtenidos con ambos derivados de 
cumarina en combinación con LD:B en ratones reserpinizados podrían explicarse si 
actuaran como IMAO-B, puesto que inhibirían la metabolización de la DA y se 
aumentaría el tiempo de permanencia de la misma en el espacio sináptico estriatal.  
Nuestro grupo ya había evaluado in vivo derivados de carbamatocumarina en los 
que el R-(-)-deprenilo en ratones normales disminuía, de forma estadísticamente 
significativa, la distancia recorrida, la velocidad y el tiempo en movimiento en pruebas 
de campo abierto. En los resultados previamente señalados en esta memoria, el  
R-(-)-deprenilo no sólo no disminuyó estos parámetros, sino que por el contrario, los 
incrementó. En la literatura se han encontrado los dos tipos de resultados relatados 
respecto al efecto del R-(-)-deprenilo sobre la actividad motora430,431. El derivado de 
carbamatocumarina evaluado in vivo a 10 mg/Kg no mostró efecto, necesitándose 100 
mg/Kg para encontrar una tendencia a incrementar los parámetros evaluados en los 
ratones reserpinizados. Relacionando los resultados previamente señalados en la 




derivados de 3-heteroarilcumarina dan lugar a IMAO-B más potentes in vivo que el 
derivado de carbamatocumarina descrito en la bibliografía410. 
El inhibidor de AChE más potente de todos los evaluados es el derivado de  
3-benzamidocumarina MJM255 que se selecciona para su estudio in vivo en el test de 
reconocimiento de objeto.  
Los ratones tratados previamente con escopolamina se utilizan en el test de 
reconocimiento de objeto para tratar de dilucidar si el compuesto MJM255 es capaz de 
inhibir la AChE in vivo y, en consecuencia, aumentar el tiempo de permanencia del 
neurotransmisor en el espacio sináptico y contrarrestar los efectos ejercidos por el 
antagonista del receptor muscarínico escopolamina. Como hemos señalado en la 
revisión bibliográfica, en la EA existe destrucción de neuronas colinérgicas que 
disminuyen los niveles del neurotransmisor ACh16. Pese a que sigue siendo un 
tratamiento sintomático que no frena o revierte el curso de la enfermedad, la terapéutica 
actual para el tratamiento de la EA se sustenta principalmente en tres IAChE171,172. 
Pese a que los resultados son ciertamente difíciles de interpretar, el derivado de  
3-benzamidocumarina, con un grupo nitro como sustituyente en el grupo benzamido, 
ejerce un efecto similar al mostrado por la eserina, el fármaco de referencia, pero su 
forma de manifestarse es más lenta. Esto se aprecia especialmente al evaluar el 
parámetro de frecuencia de acercamiento de los animales a los objetos. Este resultado 
podría indicar que el MJM255 no sólo actúa como inhibidor de AChE in vitro, sino que 
sería compatible con un efecto colinérgico central de tipo indirecto. A pesar de que se 
necesitan estudios posteriores para seguir analizando el efecto de este derivado de  
3-benzamidocumarina en animales y su presencia a nivel del SNC, el MJM255 podría 
contemplarse como una prometedora molécula para el potencial tratamiento de la EA. 
Para profundizar en el estudio de estos derivados que presentan actividad in vivo en 
los modelos farmacológicos de EP y EA, sería también interesante analizar su 
presencia, y la de sus metabolitos, a nivel cerebral. 
 
 




En el proceso de descubrimiento de fármacos uno de los requerimientos habituales 
que se busca para un candidato, es que posea unas características óptimas que permitan 
desarrollar una forma oral con la que conseguir una concentración sistémica adecuada. 
Conseguir una absorción sistémica suficiente es muy importante no solo para lograr 
el efecto farmacológico deseado, también existen razones clínicas y económicas que 
recomiendan maximizar la biodisponibilidad oral de las moléculas. 
Una biodisponibilidad oral baja lleva a una mayor variabilidad interindividual en las 
concentraciones plasmáticas y a un peor control de los efectos de los fármacos, tanto de 
los deseados como de los indeseados432. 
Cuando se intenta conseguir una molécula para dosificación oral, la 
biodisponibilidad es una propiedad farmacocinética crítica. De ahí la importancia de 
esforzarse para alcanzar la máxima biodisponibilidad oral en el descubrimiento y 
desarrollo de un fármaco. Esto se intenta incluyendo estudios de farmacocinética en 
animales y con predicciones de las propiedades físico-químicas de los nuevos 
candidatos a fármacos. 
La vía oral es la ruta más conveniente en pacientes con tratamientos crónicos, 
situación que se presenta en la EP y la EA. Por todo lo indicado, parece conveniente 
evaluar la biodisponibilidad in vivo de los nuevos derivados de cumarina MJM470, 
MJM272, MJM255, MC151 y CUM21 seleccionados por sus prometedores resultados 
en los experimentos in vitro inhibiendo las enzimas MAO o AChE. 
En las pruebas in vivo llevadas a cabo en los animales de experimentación tras la 
administración oral o intraperitoneal de los nuevos derivados de cumarina, no ha sido 
posible cuantificar estos compuestos en las muestras analizadas. Esto hace imposible 
establecer una relación cuantitativa de las concentraciones en plasma de cada uno de 
ellos.  
En las muestras de CUM21 se ha podido detectar el compuesto pero sin poder 




administración previa del compuesto por vía i.p., lo que puede ser un indicio de que el 
compuesto presenta una mejor absorción por esta vía que por vía oral.  La concentración 
en todas las muestras ha estado por debajo del límite de cuantificación de los métodos 
desarrollados, por lo que no ha sido posible establecer el perfil farmacocinético para el 
CUM21. 
Como se ha indicado previamente, ninguno de los compuestos incumple la regla de 
Lipinski y todos ellos presentan unas propiedades físico-químicas suficientemente 
adecuadas para permitir su paso a través de membranas biológicas. No obstante la 
predicción teórica para atravesar BHE es negativa para los compuestos MJM255 y 
CUM21.  
El compuesto CUM21 evidencia una fuerte actividad inhibidora frente a la MAO 
en los estudios in vitro pero su actividad ha sido inferior en los estudios in vivo sobre el 
SNC. Pese a la posibilidad de no correspondencia entre estudios in vitro e in vivo, es 
innegable la necesidad de los estudios in vitro y la utilidad de estas pruebas para la 
selección de candidatos en el desarrollo de fármacos. Por otra parte la detección del 
compuesto en las muestras de plasma parece estar de acuerdo con las predicciones 
teóricas de que posee simultáneamente buenas características de paso a través de 
barreras biológicas y malas de paso a través de la BHE. No parece ser este el caso del 
MJM255 que es capaz de ejercer efectos sobre el SNC pero que no ha sido posible 
detectar en las muestras de plasma. 
El hecho de apreciar actividad farmacológica sobre el SNC tras la administración 
i.p. sugiere que se produce absorción de los compuestos, pero que los niveles de 
absorción a las dosis estudiadas dan lugar a concentraciones por debajo del límite de 
cuantificación de los métodos desarrollados. 
Los resultados también podrían ser indicativos de la gran actividad farmacológica 
de los compuestos MJM470, MC151 y MJM255, ya que presentan actividad 
farmacológica a concentraciones plasmáticas muy reducidas o que esta sea debida a 
metabolitos activos de los mismos. 
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Si tenemos en cuenta los valores del reparto octanol/agua de los compuestos, 
indicador del carácter lipofílico de los mismos, también cabe la posibilidad de que se 
distribuyan de manera importante hacia los tejidos, lo que contribuiría a esa baja 
concentración plasmática. 
Las concentraciones plasmáticas de las muestras de los compuestos que han 
mostrado efectos en los estudios in vivo sobre el SNC (MJM470, MC151 y MJM255) 
han estado por debajo de los límites de detección de los métodos desarrollados.  
Si un compuesto se absorbe poco y las concentraciones plasmáticas son bajas tras 
una dosis oral, pueden no conseguirse los efectos farmacológicos incluso cuando los 
compuestos poseen actividad sobre la diana farmacológica in vitro. 
Como sugerencias en el estudio a futuro de estas moléculas habría que conseguir un 
incremento en la solubilidad en el sistema de administración o emplear técnicas 





















Los resultados obtenidos en este trabajo y expuestos anteriormente nos permiten 
establecer las siguientes conclusiones: 
1. Los análogos híbridos resveratrol-cumarina convenientemente sustituidos 
mejoraron la actividad inhibidora y la selectividad sobre la isoforma B de la 
MAO con respecto al trans-RESV. La naturaleza del sustituyente en las 
posiciones 6, 7 y/ó 8 del núcleo de cumarina condiciona la potencia y la 
selectividad. Un halógeno (bromo) sobre el heteroarilo de 3-(tiofen-2-
il)cumarina o 3-(piridazin-3-il)cumarina incrementa la actividad IMAO-B; 
MC151 y MJM470 resultaron ser los IMAO-B con mayor actividad en estas 
series.  
2. Los derivados de 7-amido-4-metilcumarina resultaron, en general, más potentes 
como IMAO-B que los derivados de 3-amidocumarina. El compuesto más 
potente, 4-metil-7-(4’-clorobenzamido)cumarina (MJM277) presenta una CI50 
en el rango de concentración submicromolar. 
3. Los análogos híbridos curcumina-cumarina resultaron, en general, inhibidores 
menos potentes y selectivos sobre la isoforma MAO-B que la curcumina pero 
algunos de ellos, A1K y A1L, presentan mayor actividad que esta sobre la 
MAO-A. 
4. Los diferentes derivados de cumarina estudiados, análogos híbridos resveratrol-
cumarina, 3 ó 7-amidocumarinas y análogos híbridos curcumina-cumarina, 
inhiben la MAO-B de forma reversible. 
5. Los derivados de 7-hidroxi-3-fenilcumarina CUMIa y JLG9b ó 7-hidroxi-3-
heteroarilcumarina, MJM451, presentaron actividad inhibidora de BuChE. La 
sustitución sobre el fenilo o el heteroarilo conduce a una pérdida de la actividad. 
Un puente amido entre la cumarina y el fenilo originó 3-benzamidocumarinas 
(MJM247, MJM249, MJM253 y MJM255) con actividad inhibidora de AChE, 
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la presencia de sustituyentes sobre el grupo benzamido es necesaria para la 
actividad. 
6. Los compuestos CUM71, MC78 y MJM340 presentaron una actividad 
inhibidora de BACE1 sin que se pueda establecer una REA para los derivados 
de cumarina correspondientes a las distintas series estudiadas. 
7. En general, los derivados de 3-fenilcumarina presentaron actividad inhibidora de 
la COX. CUM32, CUM51, CUM 61, en los que dos grupos hidroxilo sobre la 
cumarina ocupan posiciones alternas (5 y 7 ó 6 y 8) son selectivos sobre la 
COX-1. CUM51, CUM71 y SMA1 son más potentes que la indometacina o el 
diclofenaco. Algunos de los análogos híbridos curcumina-cumarina (A1J, A1L, 
I1I, L1L)  presentaron una actividad inhibidora de COX-1 ligeramente superior 
o similar a la curcumina. La cadena fenilalquenílica debe unirse en la posición 4 
del núcleo de cumarina, los derivados de 3-(7-fenil-3,5-dioxohepta-1,6-dien-1-
il)cumarina no presentan actividad frente a COX-1 
8. La presencia de un grupo catecol o pirogalol confiere actividad neuroprotectora 
a los análogos híbridos resveratrol-cumarina y curcumina-cumarina. En general 
estos derivados presentaron una potente actividad como secuestradores de 
radicales libres, lo que podría explicar su actividad neuroprotectora frente al 
estrés oxidativo. CUM71, JLG5b y MJM471 previenen la formación 
intracelular de ERO. Además JLG5b y SMA1 muestran una tendencia a 
aumentar la expresión del ARNm codificante para Nrf2, mecanismos 
adicionales que contribuyen a su actividad neuroprotectora. 
9. La formulación en nanopartículas biodegradables de los análogos híbridos 
curcumina-cumarina mejoró considerablemente la actividad neuroprotectora de 
estos derivados. H1i2, H1K5 y H1J4 en esta formulación presentaron actividad 
neuroprotectora a concentración 10 nM. 
10. Algunos de los análogos híbridos resveratrol-cumarina son candidatos con 
potencial terapéutico para el desarrollo de fármacos para el tratamiento de la EA 




inhibidores duales de MAO-B/BuChE como CUMIa y MJM451 o 
BACE1/COX como CUM71. Un sustituyente benzamido o heteroarilamido en 
posiciones 3 ó 7 del núcleo de cumarina originó también inhibidores duales 
MAO-B/AChE como MJM249, MJM253, MJM254 y MJM324 o MAO-
B/BACE1 como MJM340. Muchos de estos derivados presentan además una 
acción neuroprotectora con un mecanismo de acción independiente de la 
inhibición de la actividad enzimática. 
11. En general, los derivados de cumarina correspondientes a las distintas series 
estudiadas no presentan efectos neurotóxicos sobre células de línea SH-SY5Y 
y/o cultivos primarios de neuronas de corteza motora de fetos de rata Wistar 
Kyoto.  
12. En general, a excepción de los análogos híbridos curcumina-cumarina con 
sustituyente aminoacídico, las propiedades físico-químicas de los derivados 
correspondientes a las distintas series cumplen la regla de Lipinski, por lo que su 
paso a través de membranas celulares parece favorable. Sin embargo, la 
predicción teórica de paso a través de BHE, en muchos casos contradictoria con 
los estudios in vitro, resultó negativa para algunos de los derivados.    
13. Los compuestos MC151 y MJM470 resultaron activos a dosis de 100 y 10 
mg/Kg en la evaluación in vivo en ratones reserpinizados modelo farmacológico 
de EP, incrementando la distancia recorrida, la velocidad y el tiempo en 
movimiento. 
14. El compuesto MJM255 presentó un efecto similar al de la eserina en la 
evaluación in vivo en ratones modelo farmacológico de EA. La diferencia se 
aprecia en el periodo de latencia requerido para la aparición del efecto. 
15. No ha sido posible determinar la biodisponibilidad de ninguno de los 
compuestos debido a que las concentraciones plasmáticas estaban en todos los 
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a b s t r a c t
Compounds of hybrid structure pyridazine-coumarin were discovered as potent, selective and reversible
inhibitors of monoamine oxidase B (MAO-B). These compounds were synthesized in good yield following
a multistep approach based on Knoevenagel reaction and using as key intermediate pyridazinone 16,
which was obtained from maleic anhydride and furan. Compounds 9b and 9d are the most active
compounds of these series, with IC50 values in the sub-micromolar range, and lack of cytotoxic effects.
Theoretical calculation of ADME properties also suggested a good pharmacokinetic profile for both
compounds.
Docking simulations provided insights into enzyme inhibitor interactions and allowed us to rationalize
the observed structure-activity relationships (SARs).
© 2017 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
1. Introduction
Monoamine oxidase (MAO) is a FAD-dependent oxidoreductase
located in the mitochondrial outer membrane of glia, neurons and
other mammalian tissue cells, such as liver, kidney, intestinal
epithelium, or glandular cells [1]. Two isoenzymes of MAO have
been identified and characterized, the MAO-A and MAO-B, both
have about 70% sequence identity, showing differences not only in
their tissue distribution but also in substrate and inhibitor speci-
ficity [2]. MAO-A is the most ubiquitous MAO isoform, playing an
important role in deactivation of neurotransmitter, dietary and
xenobiotic amines, such as norepinephrine, serotonin, dopamine
and tyramine, while MAO-B is the predominant isoform in brain,
where it helps to metabolize dopamine and also b-phenylethyl-
amine, an endogenous amine that promotes dopamine release and
inhibits its neuronal reuptake, without affecting the serotonin or
norepinephrine metabolism [3]. These properties determine the
clinical importance of both isoforms as targets for drug design, such
as antidepressant (MAO-A) or neuroprotective (MAO-B) agents.
The MAO-catalyzed deamination reaction produces ammonia,
the corresponding aldehyde and hydrogen peroxide, a reactive
oxygen species (ROS) which normally is inactivated by glutathione
peroxidase; however, it can be also converted bymetal ions, such as
the ferrous ion Feþ2, into the highly reactive hydroxyl radical
causing neurotoxicity [4].
The MAO-B levels in the human species increases during aging
and the oxidative stress induced by MAO in brain is a potential risk
factor for neuronal damage and death in aging and age related
neurodegenerative disorders, among them Parkinson's (PD) and
Alzheimer's disease (AD) [2].
Nowadays, selective inhibition of MAO-B is considered as a good
therapeutic option for PD in order to reduce the metabolic degra-
dation of dopamine. Thus, selegiline (1, Fig. 1) and rasagiline (2),* Corresponding author.
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two irreversible MAO-B inhibitors (MAOI-B), are commonly used
for symptomatic treatment of PD [5]. Another MAOI-B, safinamide
(3), was recently approved in the European Union (EU) for treat-
ment of PD [6]. Safinamide has both dopaminergic (via reversible
MAO-B inhibition) and non-dopaminergic properties, acting also as
modulator of glutamate release through the inhibition of voltage-
gated sodium and calcium channels [6].
In addition, several studies point out the neuroprotective role of
MAOI-B in order to prevent the progression of PD and other
neurodegenerative diseases, including AD [4,7]. In fact, the interest
in selective MAOI-B has increased in the last few years [8], due to
not only their therapeutic potential for this kind of disorders but
also other pathologies in which the hyperactivity of this isoenzyme
plays a crucial role [8a]. The research in this field has resulted in a
significant number of compounds based on great variety of nitro-
gen and/or oxygen-containing cores [8a-b,9,10], among them it is
noteworthy the coumarin scaffold [8a,10c-e]. Different substitution
patterns at the coumarin ring have been studied in order to develop
potent and selective MAOI-B. Substitution at 3 positionwith an acyl
function, such as carboxamide (compound 4) or carbohydrazide
(compound 5), or an aryl group (compound 6), are some of themost
interesting [11] (Fig. 2). For instance, 3-phenylcoumarins induce
strong activity and selectivity against human MAO-B (hMAO-B),
showing outstanding differences with the kind of substituents and
their position at the phenyl rings [11c-d,12]. A small group (methyl
or methoxy) at C6 of the coumarin core seems to be important for
both effects and methoxy, methyl and bromine were the preferred
substituents at the 3-phenyl ring. In addition, replacement of the
phenyl group at C3 by some heterocyclic cores, like thiophene or
indole, provided new hMAOI-B (compounds 7 and 8, Fig. 2).
However, these compounds inhibited the hMAO-B activity in the
sub-micromolar range only when a methoxy group was located at
C6 or C7 of the coumarin nucleus [13].
In this work we describe three new series of 3-
heteroarylcoumarins showing at C3 a halogen (bromine, chlorine)
or methoxy substituted pyridazine ring and a methyl or methoxy
group at C6, C7 or C8 of the coumarin core (compounds 9e11,
Fig. 2). These novel 3-heteroaryl analogues, which combine in their
structure two privileged scaffolds for drug design [14], coumarin
and piridazine [15], were proposed with the aim to analyse the
effect of bioisosteric substitution benzene/pyridazine on MAO-B
affinity and selectivity.
2. Results and discussion
2.1. Chemistry
The target compounds 9e11 were synthesized following the
multi-step strategy shown in Schemes 1 and 2. This approach was
based on Knoevenagel reaction of pyridazinone 16 with the
appropriate o-hydroxybenzaldehyde.
The key synthon 16 was obtained in four steps from maleic
anhydride and furan and via the enol-lactone 15 [16], such as was
displayed in Scheme 1. AlthoughWittig reaction between stabilized
phosphoranes and cyclic anhydrides supposes a direct approach to
get enol-lactones unsatisfactory results were obtained when this
methodology was applied to maleic anhydride [16]. Accordingly,
the alkene group of maleic anhydride was protected through a
Diels-Alder reaction with furan providing the furan-maleic anhy-
dride cycloadduct 14, which subsequently undergoes a sequence of
Wittig and retro Diels-Alder reactions to give the (2E)-ethyl 2-(5-
oxofuran-2(5H)-ylidene)acetate 15 in high global yield (80% three
steps). Finally, the intermediate 15, by reaction with hydrazine in
ethanol, was converted into pyridazinone 16 in moderate yield
(52%).
Once compound 16 was obtained, the different coumarin cores
were constructed by condensing heteroaralkyl ester 16with several
methyl or methoxy substituted o-hydroxybenzaldehydes (17a-f)
(Fig. 3). The reaction was performed in isopropyl alcohol at reflux
for 5 h in the presence of piperidine giving rise to the intermediates
18a-f of hybrid structure coumarin-pyridazinone in good yields
(69e91%).
Finally, compounds 18 were converted to the bromides 9a-f by
refluxing with POBr3 in toluene (42e63% yield). Likewise, heating
of compounds 18 with an excess of POCl3 led to the chlorides 10a-f
(59e70% yield). Chloro derivatives 10 were subsequently treated
with a 25% wt solution of NaOCH3 in methanol at reflux to afford
the methoxy analogues 11a-f (65e81% yield) (Scheme 2).
2.2. Monoamine oxidase inhibition studies
The biological study of newly synthesized compounds 9e11 on
hMAO activity was carried out by measuring their effects on the
production of hydrogen peroxide (H2O2) from p-tyramine, a com-
mon substrate for hMAO-A and hMAO-B, using the twomicrosomal
MAO isoforms, which were obtained from insect cells (BTI-TN-5B1-
4) infected with recombinant baculovirus containing cDNA inserts
for hMAO-A or hMAO-B, and the Amplex Red MAO assay kit,
following a previously described procedure [12,13a]. The target
compounds and reference inhibitors (selegiline and iproniazide)
were unable to react directly with the Amplex Red reagent, which
indicates that these drugs do not interfere with the measurements.
In addition, the control activity of hMAO-A and hMAO-B was per-
formed using p-tyramine as the common substrate and adjusting
the enzyme concentrations to catalyze the oxidation to p-hydrox-
yphenylacetaldehyde at a rate of 165 ± 2 pmol/min (n ¼ 20).
The results of the hMAO-A and hMAO-B inhibition studies for
compounds 9a-f, 10a-f and 11a-f, as well as the MAO-B selectivity
index (SI hMAO-B ¼ [IC50(hMAO-A)]/[IC50(hMAO-B)]), were dis-
played on Table 1. Enzymatic studies revealed that seventeen of
eighteen tested compounds are selective inhibitors of hMAO-B at
micromolar or sub-micromolar concentrations.
We observed that a halogen atom (chlorine or bromine) at C6 of
the pyridazine ring seems to be better for the activity than a
methoxy group, in particular if it was combined with a small sub-
stituent (methoxy or methyl) at C6 or C7 of the coumarin core. In
addition, a methyl group at C8 seems to be tolerated; however, a
methoxy group at this position decreases the MAO-B activity and
selectivity in all cases.
Two of the most active compounds of these series are the pyr-
idazinylcoumarins 9b and 9d, with IC50 values against hMAO-B of
0.75 and 0.56 mM, respectively. Both compounds are substituted in
Fig. 1. Structure of reference hMAO-B inhibitors.
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the 3-pyridazinyl ring with a bromine atom, although they differ in
the kind and position of substituent on the coumarin core. Thus,
compound 9b is a C7 methyl derivative while compound 9d con-
tains a methoxy fragment at C6.
2.3. Reversibility studies of MAO inhibition
Propargylamines, such as selegiline and rasagiline, are irre-
versible inhibitors of hMAO-B, since when they bind to the enzyme
active centre via a covalent bond between the N-propargyl frag-
ment and FAD. However, inhibitors lacking propargyl or any other
reactive group could behave as reversible agents, such as safina-
mide or isatin. Reversible MAO-B inhibitors, because of their minor
pharmacological side effects, can be considered more promising
than irreversible ones [17]. Accordingly, reversibility experiments
were performed to evaluate the type of inhibition for compounds
9b and 9d, the most active compounds in the series (Table 1). An
effective dilution method was used and selegiline (irreversible in-
hibitor) and isatin (reversible inhibitor) were taken as standard
drugs [18]. Compounds 9b and 9d resulted to be reversible MAO-B
inhibitors (Table 2). However, their reversibility degree is lower
than that described for isatin.
2.4. Molecular docking study
We carried out molecular docking simulations with Glide [19] in
the hMAO-B to determine the hypothetical binding mode for the
compounds and study the key interactions with the enzyme. The
crystallized structure selected to run the docking calculations was
2V60 (PDB code) [20] with the hMAO-B co-crystallized with a
coumarin (c17) in the pocket. Details of the docking protocol and
validation can be found in Experimental Protocols section and in
previous studies described by our group [12b,21].
The novel compounds positioned the coumarin scaffold toward
the FAD cofactor and the pyridazine ring toward the hydrophobic
entrance cavity. Fig. 4a shows the binding mode extracted from
docking for compound 9d, the most potent compound in these
series. For comparative purposes, co-crystallized coumarin c17 is
also shown in Fig. 4a. In compound 9d the a-benzopyrone system
orientates the oxygen atoms towards the bottom of the pocket, so
that the carbonyl oxygen establishes a hydrogen bond with the
residue Cys172 (see Fig. 4b). In addition, important p-p stacking
interactions between the benzopyrone moiety and phenyl ring of
the residue Tyr326 stabilize the complex. We have found similar
poses for compounds 9e and 9f with methoxy groups at C7 and C8
position of the coumarin scaffold, respectively (see Fig. 4c). How-
ever, both compounds (9e and 9f) have shown lower hMAO-B
inhibitory activity compared to compound 9d. Binding modes
found for these compounds showed the coumarin ring slightly
shifted towards the FAD region and did not yield the hydrogen
Fig. 2. Structure of several 3-substituted coumarins as MAO-B inhibitors (compounds 4e8) and general structure of the novel analogues with pyridazine scaffold (compounds
9e11).


















18a, R = 6-Me
18b, R = 7-Me
18c, R = 8-Me
18d, R = 6-OMe
18e, R = 7-OMe
18f, R = 8-OMe
Scheme 1. Reagents and conditions: (i) r.t., 24 h, 98%; (ii) EtO2C-CH¼PPh3, CHCl3, r.t.,
24 h then reflux, 24 h, 82%; (iii) NH2NH2$H2O, EtOH, reflux, 6 h, 52%; (iv) 17a-f,
piperidine, isopropyl alcohol, reflux, 5 h, 76% (18a), 84% (18b), 77% (18c), 91% (18d),
69% (18e), 87% (18f).
























9a-11a, R = 6-Me
9b-11b, R = 7-Me
9c-11c, R = 8-Me
9d-11d, R = 6-OMe
9e-11e, R = 7-OMe
9f-11f, R = 8-OMe
Scheme 2. Reagents and conditions: (i) POBr3, toluene, reflux, 8 h, 42% (9a), 52% (9b),
57% (9c), 53% (9d), 63% (9e), 53% (9f); (ii) POCl3, reflux, overnight, 67% (10a), 70% (10b),
59% (10c), 61% (10d), 63% (10e), 65% (10f); (iii) NaOCH3, MeOH, reflux, overnight, 68%
(11a), 65% (11b), 81% (11c), 68% (11d), 66% (11e), 66% (11f).
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bond with the residue Cys172.
We also calculated the interaction between the residues in the
hMAO-B pocket and compounds 9d, 9e and 9f (see Fig. 4d). The
residue interaction is calculated as the sum of the terms of
Coulomb, van der Waals and hydrogen bonding. According to these
calculations, there are some important residues in ligand recogni-
tion, such as Phe168, Leu171, Cys172, Ile198, Ile199 and Tyr326. The
three analyzed compounds showed a similar interaction profile,
although compound 9d yielded a higher contribution with residue
Cys172 compared to compounds 9e and 9f. Moreover, methoxy
substituent in the described poses for compounds 9e and 9f would
cause the disruption of the H-bonding network established by two
water molecules in the crystallized hMAO-B pocket (HOH1309 and
HOH1351). This displacement of water molecules could have effect
on binding thermodynamics (see Fig. 5a showing the superposition
of ligand 9f and two co-crystallized water molecules in the pocket).
Compounds 9a, 9b and 9c with a methyl substituent at C6, C7
and C8 position of the benzopyrone moiety, respectively, showed
also good binding affinities. Their binding modes are in agreement
with the poses described for 9d. In addition, a hydrogen bond with
the residue Cys172 is also preserved in compound 9b. However,
pose described for compound 9c did not yield any hydrogen bond
and the coumarin ring is slightly shifted toward the FAD region (see
Fig. 5b). This fact could contribute in the reduction of hMAO-B
inhibitory activity shown by 9c compared to 9b. Residue interac-
tion scores for these last three compounds are provided in Fig. S1 of
the Supporting Information.
We have also calculated the hydrophobic/hydrophilic surface
generated by the hMAO-B (see Fig. 5c). This surface shows favored
hydrophobic and hydrophilic regions in the pocket that can help to
explain the ligand binding modes. The bromine atom in compound
9b is placed in the hydrophobic region, in the entrance cavity.
Likewise, placement of the C7-methyl substituent shows a good
accommodation inside the hydrophobic surface, which can
contribute to its activity (IC50 ¼ 0.75 mM). As described previously,
compounds 9b and 9c placed the methyl substituent in a region
where the crystal structure contains a water molecule (HOH1351)
that must be displaced for the described binding modes to occur
(see Fig. S2 of the Supporting Information). The shift of water
molecules could positively or negatively influence the ligand
binding. This water molecule participates in the H-bond network
with other waters although it does not establish H-bonds with the
protein. Moreover, the cited water molecule is not present in the
ligand-protein interaction described in alternative hMAO-B crystal
structures, such as 1OJ9, 2BK3 or 2V5Z [22].
On the other hand, compounds with chlorine and methoxy
substituents at position C6 of the pyridazine ring showed a similar
bindingmode as described previously (see Fig. S3 of the Supporting
Information). In the same manner as bromine in compound 9d,
chlorine atom and methoxy group are placed in the hydrophobic
region of the active centre (see Fig. 5c with the hMAO-B
Table 1
IC50 values for compounds 9a-f, 10a-f, 11a-f and reference inhibitors on the enzymatic activity of hMAO-A and hMAO-B.a
Compound R R0 IC50 hMAO-A (mM)a IC50 hMAO-B (mM) SI hMAO-Bc
9a Br CH3(6) * 2.16 ± 0.15 >46.3
9b Br CH3(7) * 0.75 ± 0.17 >133.3
9c Br CH3(8) * 2.64 ± 0.18 >37.9
9d Br OCH3(6) * 0.56 ± 0.04 >178.6
9e Br OCH3(7) * 3.05 ± 0.20 >32.8
9f Br OCH3(8) * 12.85 ± 0.86 >7.8
10a Cl CH3(6) * 13.54 ± 0.91 >7.4
10b Cl CH3(7) * 2.51 ± 0.17 >39.8
10c Cl CH3(8) * 22.71 ± 1.52 >4.4
10d Cl OCH3(6) * 8.80 ± 0.59 >11.4
10e Cl OCH3(7) * 19.17 ± 1.20 >5.2
10f Cl OCH3(8) * 30.11 ± 2.02 >3.3
11a OCH3 CH3(6) * 17.62 ± 1.18 >5.7
11b OCH3 CH3(7) * 13.50 ± 0.91 >7.4
11c OCH3 CH3(8) * 5.35 ± 0.36 >18.7
11d OCH3 OCH3(6) * 11.10 ± 0.74 >9.0
11e OCH3 OCH3(7) * ** e
11f OCH3 OCH3(8) * * e
Selegiline e e 68.73 ± 4.21b 0.017 ± 0.0019 4043
Iproniazide e e 6.56 ± 0.76 7.54 ± 0.36 0.87
*Inactive at 100 mM (highest concentration tested). At higher concentrations the compounds precipitate.
** At 100 mM inhibits enzymatic activity by approximately 45e50%.
a Values are expressed as the mean ± standard error of the mean from three experiments (n ¼ 3).
b Level of statistical significance: P < 0.01 versus the corresponding IC50 values obtained against MAO-B, as determined by ANOVA/Dunnett's.
c Values obtained under assumption n the highest concentration tested (100 mM).
Table 2
Reversibility results of hMAO-B inhibition for derivatives 9b, 9d, and reference
inhibitors.
Compound R R0 Slope (AUF/t)[%]a
9b Br CH3(7) 37.58 ± 2.6
9d Br OCH3(6) 54.64 ± 4.0
Selegiline e e 12.73 ± 1.85
Isatin e e 88.63 ± 5.90
a Values represent the mean ± SEM of n ¼ 4 experiments relative to control; data
show recovery of hMAO-B activity after dilution.
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hydrophobic/hydrophilic surface). The lower hydrophobic nature
showed by chlorine atom [23] could be a key factor to explain the
slight reduction in hMAO-B affinity (IC50 values are 0.75 and
2.51 mM for compounds 9b and 10b respectively).
In addition, binding modes described for the new 3-
pyridazinylcoumarins are in agreement with previous results
shown by molecular docking studies performed for 3-
phenylcoumarins, as well as with the fact that a small and hydro-
phobic substituent in the 3-phenyl ring yielded good results in
hMAO-B inhibition and selectivity [12a-b,20]. Our results corrob-
orated the ability of the compounds to interact with the residue
Ile199. This fact could modify the disposition of the residue Ile199
and preserve an open conformation in order to make both entrance
and substrate cavities join together, which is determinant for the
selective MAO-B inhibition when the molecule is suitable of bind-
ing to the whole active site [24]. Moreover, isoenzyme A and B
present in the pocket some differences in residue composition that
can affect selectivity. Additionally, the presence of different water
molecules in their pockets can have an important impact in ligand
binding and complex formation [12a,25].
2.5. Cytotoxicity studies
The cytotoxic effects of two concentrations (20 and 10 mM) of
compounds 9e11 were evaluated by using the human neuro-
blastome cell line SH-SY5Y because of their similarity to dopami-
nergic neurons. Compounds were incubated at 20 mM or 10 mM
concentration and maintained for 24 h period in cell culture. Af-
terward, the percentage of cell viability was measured as MTT
reduction [26].
As depicted in Fig. 6, only compound 11f (at 20 mM concentra-
tion) significantly decreased the viability of SH-SY5Y cells (Fig 6a).
However for a lower concentration (10 mM), all the compounds
resulted well tolerated by the cells (Fig 6b).
Considering the IC50 values obtained for MAOI-B activity, these
results justify the interest of these compounds.
2.6. Prediction of ADME properties and BBB permeability
Theoretical calculations were also performed using Molispira-
tion property program [27] to predict some physicochemical and
ADME (absortion, distribution, metabolism and excretion) param-
eters of the target compounds and compare with reference in-
hibitors. The values of predicted parameters, including lipophilicity,
expressed as log P, molecular weight (MW), topological polar sur-
face area (TPSA), number of hydrogen acceptors (nON), number of
hydrogen bond donors (nOHNH) and molecular volume, are pre-
sented in Table 3. According to these data, all designed compounds
(9e11) follow the Lipinski's rule without causing any violation [28],
which supposes important information about the potential drug-
likeness of these new 3-pyridazinylcoumarins. In addition, ability
of compounds 9e11 to cross the blood-brain barrier (BBB,þ/) was
also predicted by using a CBligand-BBB predictor program [29]. This
program uses two different algorithms AdaBoost and SVM com-
bined with four different fingerprints, providing predictor scores
higher than 0 if the analyzed compound can pass the BBB (BBBþ).
As it was detailed in Table 3, all compounds were predicted as BBB
(þ), which is essential for MAO inhibition in brain.
Fig. 4. a) Comparison between the co-crystallized coumarin c17 and the hypothetical binding mode for compound 9d extracted from the docking simulations in the hMAO-B (for
clarity, protein ribbon has been partially omitted). b) Binding mode extracted for compound 9d along with important hMAO-B residues for the interaction. Hydrogen bond is
represented in yellow color. c) Poses extracted from docking for compounds 9e and 9f inside the hMAO-B. For comparative purposes, 9d is also shown (9d in grey carbons, 9e in
orange and 9f in green carbons). d) Residue interaction scores for compounds 9d, 9e and 9f (selected residues in a distance of 3 Å from the crystallized ligand). (For interpretation of
the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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3. Conclusions
Eighteen 3-pyridazinylcoumarins were synthesized in good
yield following a multistep approach based on Knoevenagel reac-
tion and using as key intermediate pyridazinone 16, which was
obtained from maleic anhydride and furan. The novel compounds
of hybrid structure coumarin-pyridazine, whose design was based
on bioisosteric replacement benzene/pyridazine, display potent,
selective and reversible effects on MAO-B activity in the micro-
molar or submicromolar range, in which are devoid of cytotoxic
activity, being compounds 9b (IC50 ¼ 0.75 mM) and 9d
(IC50 ¼ 0.56 mM), both substituted with a bromine atom in the 3-
pyridazinyl ring and a methyl or methoxy group at C7 or C6,
respectively, the most active compounds of these series, displaying
good theoretical ADME properties and BBB penetration.
Molecular docking yielded binding modes for the compounds with the coumarin nucleus oriented toward the FAD and the
Fig. 5. a) Compounds with methoxy groups at position 7 and 8 of the coumarin must
displace two crystallized water molecules to adopt the hypothetical binding mode
(superposition of compound 9f and co-crystallized waters HOH1351 and HOH1309). b)
Poses extracted from docking for compounds 9a (pink carbons), 9b (turquoise carbons)
and 9c (green carbons). c) Hydrophobic/hydrophilic surface displayed in the hMAO-B
pocket (green color for hydrophobic and red color for hydrophilic areas). Compound 9b
is displayed inside the pocket. (For interpretation of the references to colour in this
figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
Fig. 6. Cytotoxic activity after 24 h incubation with compounds 9e11 at 20 mM con-
centration (6a) or 10 mM concentration (6b) on SH-SY5Y cells. Cell viability was
measured as MTT reduction and data were normalized as % of control. Results are
expressed as mean ± S.E.M from at least 5 different cultures.**P  0.05 versus the
control group treated with DMSO (1%). Comparisons were performed by one-way
ANOVA followed by the Dunnett's test.
Table 3
Calculated physicochemical and ADME parameters and BBB permeability of the
target compounds (9e11) and reference drugs.
Compound Log P MW TPSA nON nOHNH MV BBB (±)
9a 3.66 317.14 55.99 4 0 226.13 þ
9b 3.66 317.14 55.99 4 0 226.13 þ
9c 3.63 317.14 55.99 4 0 226.13 þ
9d 3.27 333.14 65.23 5 0 235.11 þ
9e 3.27 333.14 65.23 5 0 235.11 þ
9f 3.24 333.14 65.23 5 0 235.11 þ
10a 3.53 272.69 55.99 4 0 221.78 þ
10b 3.53 272.69 55.99 4 0 221.78 þ
10c 3.50 272.69 55.99 4 0 221.78 þ
10d 3.13 288.69 65.23 5 0 230.76 þ
10e 3.13 288.69 65.23 5 0 230.76 þ
10f 3.11 288.69 65.23 5 0 230.76 þ
11a 2.90 268.27 65.23 5 0 233.79 þ
11b 2.90 268.27 65.23 5 0 233.79 þ
11c 2.88 268.27 65.23 5 0 233.79 þ
11d 2.52 284.27 74.46 6 0 242.77 þ
11e 2.51 284.27 74.46 6 0 242.77 þ
11f 2.49 284.27 74.47 6 0 242.77 þ
Selegiline 2.64 187.29 3.24 1 0 202.64 þ
Iproniazide 0.27 179.22 54.02 4 2 173.62 þ
Log P: log octanol/water partition coefficient; MW: molecular weight; TPSA: topo-
logical polar surface area; nON: number of hydrogen acceptors; nOHNH: number of
hydrogen donors; MV: molecular volume; BBB(±): blood brain barrier permeability.
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pyridazine ring toward the hydrophobic entrance cavity of the
hMAO-B. Our simulations led us to explain the MAOI-B selectivity
and rationalize the structure-activity relationships (SARs) for the
studied series and provided important insights for the rational drug
design of new derivatives. In addition, SARs suggested that,
although the bioisosteric substitution benzene-pyridazine de-
creases the MAOI-B activity and selectivity, both effects seem to be
attenuated by the inclusion in the pyridazine core of groups with
adequate steric and hydrophobic parameters. All these results
proved the potential of this chemical family as a promising lead for
the hMAO-B activity.
4. Experimental protocols
4.1. General methods and materials
All starting materials and common laboratory chemicals were
purchased from commercial sources and used without further
purification. All solvents were distilled and dried according to
standard procedures. Melting points were determined in capillary
tubes in a Stuart Scientific apparatus. 1H and 13C NMR spectra were
recorded on a Bruker ARX400 instrument, using TMS as internal
standard [chemical shifts (d) in ppm, J in Hz]. The assignment of the
signals was performed by COSY, DEPT, HSQC experiments. High
resolution mass spectra were recorded using a Bruker microTOF
focus spectrometer. Silica gel (Merck 60, 230e400 mesh) was used
for flash chromatography (FC). Analytical TLC was performed on
plates precoated with silica gel (Merck 60 F254, 0.25 mm). Syn-
thesis of (2E)-ethyl 2-(5-oxofuran-2(5H)-ylidene)acetate 15, which
was performed adapting experimental protocols previously
described [16], as well as its analytic and spectroscopic data were
described in the supporting information.
4.2. Ethyl 2-(6-oxo-1,6-dihydropyridazin-3-yl)acetate (16)
To a solution of compound 15 (6.03 g, 35.9 mmol) in ethanol
(25 mL) was added hydrazine monohydrate (2.6 mL, 53.8 mmol)
and the reaction mixture was stirred under reflux for 6 h. The
solvent was removed and the residue was purified by column
chromatography on silica gel (1% MeOH/EtOAc) to afford 16 (3.4 g,
52%) as a white solid. Rf ¼ 0.3 (5% MeOH/EtOAc);
m.p. ¼ 108e109 C; 1H NMR (CDCl3): d ¼ 10.92 (s, 1H, NH), 7.31 (d,
1H, J¼ 9.8 Hz, H4), 6.95 (d,1H, J¼ 9.8 Hz, H5), 4.20 (q, 2H, J¼ 7.1 Hz,
CH2CH3), 3.64 (s, 2H, CH2), 1.28 (t, 3H, J ¼ 7.1 Hz, CH3); 13C NMR
(CDCl3): d ¼ 169.6 (CO2Et), 162.1 (C6), 142.4 (C3), 134.6 (C4), 129.9
(C5), 61.5 (CH2CH3), 40.0 (CH2), 14.1 (CH3); HRMS (ESI):m/z [MþH]þ
calcd for C8H11N2O3, 183.07642; found 183.07604.
4.3. General procedure for the synthesis of compounds 18a-f
To a solution of the pyridazinone 16 (0.90 mmol) in isopropyl
alcohol (8 mL) was added the corresponding o-hydrox-
ybenzaldehyde 17a-f (1.62 mmol) and piperidine (0.99 mmol). The
reaction mixture was stirred at reflux for 5 h and the resulting
precipitate was filtered, washed with diethyl ether and dried under
vacuum to afford the desired compound.
4.3.1. 6-Methyl-3-(6-oxo-1,6-dihydropyridazin-3-yl)coumarin
(18a)
The title compound was prepared using 2-hydroxy-5-
methylbenzaldehyde (17a). White solid; yield 76%; Rf ¼ 0.3
(EtOAc); m.p. ¼ 299e300 C; 1H NMR (DMSO-d6): d ¼ 13.35 (s, 1H,
NH), 8.30 (s,1H, H4), 7.85 (d, 1H, J ¼ 9.9 Hz, H40), 7.61 (d, 1H,
J ¼ 1.8 Hz, H5), 7.44 (dd, 1H, J ¼ 8.4, 1.8 Hz, H7), 7.32 (d, 1H,
J ¼ 8.4 Hz, H8), 6.92 (d, 1H, J ¼ 9.9 Hz, H50), 2.33 (s, 3H, CH3); 13C
NMR (DMSO-d6): d ¼ 160.4 (CO), 159.5 (CO), 151.6 (C8a), 141.6 (C4),
141.0 (C30), 134.2 (C6), 133.7 (C7), 133.6 (C40), 128.9, 128.7, 122.3
(C3), 118.7 (C4a), 115.9 (C8), 20.3 (CH3); HRMS (ESI): m/z [MþH]þ
calcd for C14H11N2O3, 255.07642; found 255.07642.
4.3.2. 7-Methyl-3-(6-oxo-1,6-dihydropyridazin-3-yl)coumarin
(18b)
The title compound was prepared using 2-hydroxy-4-
methylbenzaldehyde (17b). White solid; yield 84%; Rf ¼ 0.2
(EtOAc); m.p. ¼ 300e301 C; 1H NMR (DMSO-d6): d ¼ 13.36 (s, 1H,
NH), 8.36 (s, 1H, H4), 7.89 (d, 1H, J ¼ 9.9 Hz, H40), 7.74 (d, 1H,
J ¼ 7.9 Hz, H5), 7.28 (s, 1H, H8), 7.21 (d, 1H, J ¼ 7.9 Hz, H6), 6.95 (d,
1H, J¼ 9.9 Hz, H50), 2.42 (s, 3H, CH3); 13C NMR (DMSO-d6): d¼ 160.4
(CO), 159.5 (CO), 153.6 (C8a), 143.8 (C7), 141.7 (C4), 141.0 (C30), 133.6
(C40), 129.0 (C5), 128.7 (C50), 126.0 (C6), 121.2 (C3), 116.6 (C4a), 116.1




The title compound was prepared using 2-hydroxy-3-
methylbenzaldehyde (17c). White solid; yield 77%; Rf ¼ 0.2
(EtOAc); m.p. ¼ 285e286 C; 1H NMR (DMSO-d6): d ¼ 13.38 (s, 1H,
NH), 8.41 (s, 1H, H4), 7.92 (d, 1H, J ¼ 9.9 Hz, H40), 7.71 (d, 1H,
J¼ 7.5 Hz, H5), 7.55 (d, 1H, J¼ 7.5 Hz, H7), 7.31 (t, 1H, J¼ 7.5 Hz, H6),
6.98 (d, 1H, J ¼ 9.9 Hz, H50), 2.41 (s, 3H, CH3); 13C NMR (DMSO-d6):
d ¼ 160.4 (CO), 159.4 (CO), 151.7 (C8a), 142.0 (C4), 140.9 (C30), 133.8,
133.6, 128.8 (C50), 127.1 (C5), 125.0 (C8), 124.5 (C6), 122.1 (C3), 118.7




The title compound was prepared using 2-hydroxy-5-
methoxylbenzaldehyde (17d). White solid; yield 91%; Rf ¼ 0.2
(EtOAc); m.p. ¼ 278e279 C; 1H NMR (DMSO-d6): d ¼ 13.38 (s, 1H,
NH), 8.37 (s, 1H, H4), 7.91 (d, 1H, J ¼ 9.9 Hz, H40), 7.44 (d, 1H,
J ¼ 2.9 Hz, H5), 7.41 (d, 1H, J ¼ 9.1 Hz, H8), 7.25 (dd, 1H, J ¼ 9.1,
2.9 Hz, H7), 6.96 (d, 1H, J ¼ 9.9 Hz, H50), 3.80 (s, 3H, CH3); 13C NMR
(DMSO-d6): d ¼ 160.4 (CO), 159.5 (CO), 155.8 (C6), 147.9 (C8a), 141.5
(C4), 140.9 (C30), 133.6 (C40), 128.7 (C50), 122.6 (C3), 120.3 (C7), 119.5
(C4a), 117.2 (C8), 111.3 (C5), 55.8 (CH3); HRMS (ESI): m/z [MþH]þ
calcd for C14H11N2O4, 271.07133; found 271.07120.
4.3.5. 7-Methoxy-3-(6-oxo-1,6-dihydropyridazin-3-yl)coumarin
(18e)
The title compound was prepared using 2-hydroxy-4-
methoxylbenzaldehyde (17e). White solid; yield 69%; Rf ¼ 0.2
(EtOAc); m.p. ¼ 301e302 C; 1H NMR (DMSO-d6): d ¼ 13.33 (s, 1H,
NH), 8.35 (s, 1H, H4), 7.89 (d, 1H, J ¼ 9.9 Hz, H40), 7.78 (d, 1H,
J ¼ 8.7 Hz, H5), 7.05 (d, 1H, J ¼ 2.3 Hz, H8), 6.99 (dd, 1H, J ¼ 8.7,
2.3 Hz, H6), 6.94 (d, 1H, J ¼ 9.9 Hz, H50), 3.87 (s, 3H, CH3); 13C NMR
(DMSO-d6): d ¼ 163.2 (C7), 160.4 (CO), 159.6 (CO), 155.5 (C8a), 141.9
(C4), 141.1 (C30), 133.6 (C40), 130.5 (C5), 128.7 (C50), 118.6 (C3), 113.1
(C6), 112.6 (C4a), 100.4 (C8), 56.1 (CH3); HRMS (ESI): m/z [MþH]þ
calcd for C14H11N2O4, 271.07133; found 271.07168.
4.3.6. 8-Methoxy-3-(6-oxo-1,6-dihydropyridazin-3-yl)coumarin
(18f)
The title compound was prepared using 2-hydroxy-3-
methoxylbenzaldehyde (17f). White solid; yield 87%; Rf ¼ 0.2
(EtOAc); m.p. ¼ 307e308 C; 1H NMR (DMSO-d6): d ¼ 13.38 (s, 1H,
NH), 8.38 (s, 1H, H4), 7.91 (d,1H, J¼ 9.9 Hz, H40), 7.41 (dd,1H, J¼ 7.1,
2.1 Hz, H5), 7.38e7.27 (m, 2H, H6, H7), 6.96 (d, 1H, J ¼ 9.9 Hz, H50),
3.92 (s, 3H, CH3); 13C NMR (DMSO-d6): d ¼ 160.4 (CO), 159.1 (CO),
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146.3 (C8), 142.7 (C8a), 141.8 (C4), 140.8 (C30), 133.6 (C40), 128.7
(C50), 124.9 (C6), 122.5 (C3), 120.4 (C5), 119.5 (C4a), 114.8 (C7), 56.2
(CH3); HRMS (ESI): m/z [MþH]þ calcd for C14H11N2O4, 271.07133;
found 271.07043.
4.4. General procedure for the synthesis of compounds 9a-f
To a solution of compound 18a-f (0.08 mmol) in toluene (4 mL)
was added phosporous oxybromide (2.80 mmol) and the reaction
mixturewas stirred at reflux for 8 h. After the solvent was removed,
H2O (5 mL) was added and the resulting precipitate was filtered,
washed with diethyl ether and dried under vacuum to afford the
proper compound.
4.4.1. 3-(6-Bromopyridazin-3-yl)-6-methylcoumarin (9a)
Brown solid; yield 42%; Rf ¼ 0.5 (50% EtOAc/hexane);
m.p. ¼ 201e202 C; 1H NMR (CDCl3): d ¼ 8.95 (s, 1H, H4), 8.48 (d,
1H, J ¼ 9.1 Hz, H40), 7.73 (d, 1H, J ¼ 9.1 Hz, H50), 7.50e7.42 (m, 2H,
H5, H7), 7.31 (d, 1H, J ¼ 8.4 Hz, H8), 2.45 (s, 3H, CH3); 13C NMR
(CDCl3): d ¼ 160.3 (C2), 154.7 (C30), 152.7 (C8a), 147.7 (C60), 144.2
(C4), 135.1 (C6), 134.7 (C7), 131.4 (C50), 129.3, 129.0, 121.5 (C3), 119.0
(C4a), 116.5 (C8), 21.0 (CH3); HRMS (ESI): m/z [MþH]þ calcd for
C14H10BrN2O2, 316.99202; found 316.99154.
4.4.2. 3-(6-Bromopyridazin-3-yl)-7-methylcoumarin (9b)
Brown solid; yield 52%; Rf ¼ 0.5 (50% EtOAc/hexane);
m.p. ¼ 211e212 C; 1H NMR (CDCl3): d ¼ 8.97 (s, 1H, H4), 8.48 (d,
1H, J ¼ 9.1 Hz, H40), 7.72 (d, 1H, J ¼ 9.1 Hz, H50), 7.58 (d, 1H,
J ¼ 7.9 Hz, H5), 7.22 (s, 1H, H8), 7.19 (d, 1H, J ¼ 7.9 Hz, H6), 2.51 (s,
3H, CH3); 13C NMR (CDCl3): d ¼ 160.3 (C2), 154.7 (C30, C8a), 147.5
(C60), 145.3 (C7), 144.2 (C4), 131.4 (C50), 129.3 (C5), 128.9 (C40), 126.6
(C6), 120.5 (C3), 116.9 (C4a, C8), 22.2 (CH3); HRMS (ESI): m/z
[MþH]þ calcd for C14H10BrN2O2, 316.99202; found 316.99207.
4.4.3. 3-(6-Bromopyridazin-3-yl)-8-methylcoumarin (9c)
Brown solid; yield 57%; Rf ¼ 0.6 (50% EtOAc/hexane);
m.p. ¼ 199e200 C; 1H NMR (CDCl3): d ¼ 9.01 (s, 1H, H4), 8.51 (d,
1H, J ¼ 9.1 Hz, H40), 7.75 (d, 1H, J ¼ 9.1 Hz, H50), 7.55 (d, 1H,
J¼ 7.6 Hz, H5), 7.49 (d, 1H, J¼ 7.6 Hz, H7), 7.27 (t, 1H, J¼ 7.6 Hz, H6),
2.52 (s, 3H, CH3); 13C NMR (CDCl3): d¼ 160.2 (C2), 154.6 (C30), 153.0
(C8a),147.6 (C60), 144.8 (C4),134.9 (C7),131.6 (C50), 129.2 (C40), 127.5
(C5), 126.3 (C8), 124.9 (C6), 121.0 (C3), 119.0 (C4a), 15.5 (CH3); HRMS
(ESI): m/z [MþH]þ calcd for C14H10BrN2O2, 316.99202; found
316.99278.
4.4.4. 3-(6-Bromopyridazin-3-yl)-6-methoxycoumarin (9d)
Brown solid; yield 53%; Rf ¼ 0.5 (50% EtOAc/hexane);
m.p. ¼ 203e204 C; 1H NMR (CDCl3): d ¼ 8.96 (s, 1H, H4), 8.50 (d,
1H, J¼ 9.1 Hz, H40), 7.74 (d,1H, J¼ 9.1 Hz, H50), 7.33 (d,1H, J¼ 9.1 Hz,
H8), 7.21 (dd,1H, J¼ 9.1, 2.9 Hz, H7), 7.10 (d, 1H, J¼ 2.9 Hz, H5), 3.88
(s, 3H, CH3); 13C NMR (CDCl3): d¼ 160.2 (C2), 156.6 (C6), 154.5 (C30),
149.1 (C8a), 147.7 (C60), 144.1 (C4), 131.5 (C50), 129.1 (C40), 121.9 (C7),
121.7 (C3),119.5 (C4a),117.8 (C8),110.7 (C5), 56.1 (CH3); HRMS (ESI):
m/z [MþH]þ calcd for C14H10BrN2O3, 332.98693; found 332.98756.
4.4.5. 3-(6-Bromopyridazin-3-yl)-7-methoxycoumarin (9e)
Brown solid; yield 63%; Rf ¼ 0.5 (50% EtOAc/hexane);
m.p. ¼ 222e223 C; 1H NMR (CDCl3): d ¼ 8.97 (s, 1H, H4), 8.48 (d,
1H, J ¼ 9.1 Hz, H40), 7.71 (d, 1H, J ¼ 9.1 Hz, H50), 7.60 (d, 1H,
J ¼ 8.7 Hz, H5), 6.93 (dd, 1H, J ¼ 8.7, 2.4 Hz, H6), 6.87 (d, 1H,
J ¼ 2.4 Hz, H8), 3.92 (s, 3H, CH3); 13C NMR (CDCl3): d ¼ 164.5 (C7),
160.3 (C2), 156.7 (C8a), 154.8 (C30), 147.2 (C60), 144.3 (C4), 131.4
(C50), 130.8 (C5), 128.7 (C40), 117.8 (C3), 113.8 (C6), 113.0 (C4a), 100.5
(C8), 56.1 (CH3); HRMS (ESI): m/z [MþH]þ calcd for C14H10BrN2O3,
332.98693; found 332.98794.
4.4.6. 3-(6-Bromopyridazin-3-yl)-8-methoxycoumarin (9f)
Brown solid; yield 53%; Rf ¼ 0.5 (50% EtOAc/hexane);
m.p. ¼ 198e199 C; 1H NMR (CDCl3): d ¼ 8.99 (s, 1H, H4), 8.50 (d,
1H, J ¼ 9.1 Hz, H40), 7.73 (d, 1H, J ¼ 9.1 Hz, H50), 7.34e7.26 (m, 2H,
H5, H6), 7.18 (dd, 1H, J ¼ 7.3, 2.4 Hz, H7), 4.01 (s, 3H, CH3); 13C NMR
(CDCl3): d ¼ 159.5 (C2), 154.5 (C30), 147.7 (C60), 147.2 (C8), 144.4
(C8a), 144.2 (C4), 131.6 (C50), 129.1 (C40), 125.1 (C6), 121.8 (C3), 120.9
(C5), 119.8 (C4a), 115.1 (C7), 56.5 (CH3); HRMS (ESI): m/z [MþH]þ
calcd for C14H10BrN2O3, 332.98693; found 332.98617.
4.5. General procedure for the synthesis of compounds 10a-f
Compound 18a-f (0.36 mmol) was treated with an excess of
phosphorus oxychloride (2 mL). The reaction mixture was stirred
overnight at reflux, then carefully poured onto ice (z1 mL), and
finally rendered alkaline with a 25% wt. aqueous solution of NH3.
The resulting precipitate was filtered, washed with water and dried
under vacuum to afford the proper compound.
4.5.1. 3-(6-Chloropyridazin-3-yl)-6-methylcoumarin (10a)
Brown solid; yield 67%; Rf ¼ 0.6 (50% EtOAc/hexane);
m.p. ¼ 187e188 C; 1H NMR (CDCl3): d ¼ 8.95 (s, 1H, H4), 8.59 (d,
1H, J ¼ 9.1 Hz, H40), 7.59 (d, 1H, J ¼ 9.1 Hz, H50), 7.51e7.40 (m, 2H,
H5, H7), 7.31 (d, 1H, J ¼ 8.4 Hz, H8), 2.45 (s, 3H, CH3); 13C NMR
(CDCl3): d ¼ 160.3 (C2), 156.3 (C60), 154.4 (C30), 152.8 (C8a), 144.2
(C4), 135.1 (C6), 134.7 (C7), 129.3, 129.2, 128.1 (C50), 121.5 (C3), 119.0
(C4a), 116.5 (C8), 21.0 (CH3); HRMS (ESI): m/z [MþH]þ calcd for
C14H10ClN2O2, 273.04253; found 273.04322.
4.5.2. 3-(6-Chloropyridazin-3-yl)-7-methylcoumarin (10b)
Brown solid; yield 70%; Rf ¼ 0.6 (50% EtOAc/hexane); m.p.¼ 217.
- 218 C; 1H NMR (CDCl3): d¼ 8.97 (s, 1H, H4), 8.58 (d,1H, J¼ 9.1 Hz,
H40), 7.60e7.56 (m, 2H, H50, H5), 7.24e7.13 (m, 2H, H6, H8), 2.51 (s,
3H, CH3); 13C NMR (CDCl3): d ¼ 160.4 (C2), 156.1 (C60), 154.7, 154.5,
145.3 (C7), 144.2 (C4), 129.3, 129.2, 128.0 (C50), 126.6 (C6), 120.4
(C3), 116.9 (C8), 116.8 (C4a), 22.2 (CH3); HRMS (ESI): m/z [MþH]þ
calcd for C14H10ClN2O2, 273.04253; found 273.04294.
4.5.3. 3-(6-Chloropyridazin-3-yl)-8-methylcoumarin (10c)
Brown solid; yield 59%; Rf ¼ 0.6 (50% EtOAc/hexane);
m.p. ¼ 197e198 C; 1H NMR (CDCl3): d ¼ 8.99 (s, 1H, H4), 8.59 (d,
1H, J ¼ 9.1 Hz, H40), 7.60 (d, 1H, J ¼ 9.1 Hz, H50), 7.54 (d, 1H,
J¼ 7.6 Hz, H5), 7.49 (d,1H, J¼ 7.6 Hz, H7), 7.27 (t, 1H, J¼ 7.6 Hz, H6),
2.52 (s, 3H, CH3); 13C NMR (CDCl3): d¼ 160.3 (C2), 156.3 (C60), 154.5
(C30), 152.9 (C8a), 144.6 (C4), 134.8 (C7), 129.3 (C40), 128.1 (C50),
127.4 (C5), 126.3 (C8), 124.8 (C6), 121.2 (C3), 119.0 (C4a), 15.6 (CH3);
HRMS (ESI):m/z [MþH]þ calcd for C14H10ClN2O2, 273.04253; found
273.04334.
4.5.4. 3-(6-Chloropyridazin-3-yl)-6-methoxycoumarin (10d)
Brown solid; yield 61%; Rf ¼ 0.4 (50% EtOAc/hexane);
m.p. ¼ 224e225 C; 1H NMR (CDCl3): d ¼ 8.97 (s, 1H, H4), 8.60 (d,
1H, J ¼ 9.1 Hz, H40), 7.60 (d, 1H, J ¼ 9.1 Hz, H50), 7.35 (d, 1H,
J ¼ 9.1 Hz, H8), 7.23 (dd, 1H, J ¼ 9.1, 2.9 Hz, H7), 7.10 (d, 1H,
J ¼ 2.9 Hz, H5), 3.89 (s, 3H, CH3); 13C NMR (CDCl3): d ¼ 160.2 (C2),
156.6 (C6), 156.3 (C60), 154.4 (C30), 149.1 (C8a), 144.0 (C4), 129.3
(C40), 128.1 (C50), 121.9 (C3), 121.8 (C7), 119.5 (C4a), 117.9 (C8), 110.8
(C5), 56.1 (CH3); HRMS (ESI): m/z [MþH]þ calcd for C14H10ClN2O3,
289.03745; found 289.03729.
4.5.5. 3-(6-Chloropyridazin-3-yl)-7-methoxycoumarin (10e)
Brown solid; yield 63%; Rf ¼ 0.5 (50% EtOAc/hexane);
m.p. ¼ 243e244 C; 1H NMR (CDCl3): d ¼ 8.98 (s, 1H, H4), 8.58 (d,
1H, J¼ 9.1 Hz, H40), 7.60 (d,1H, J¼ 8.7 Hz, H5), 7.57 (d,1H, J¼ 9.1 Hz,
H50), 6.94 (dd, 1H, J ¼ 8.7, 2.4 Hz, H6), 6.89 (d, 1H, J ¼ 2.4 Hz, H8),
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3.93 (s, 3H, CH3); 13C NMR (CDCl3): d¼ 164.4 (C7), 160.4 (C2), 156.6,
155.9, 154.6 (C30), 144.3 (C4), 130.7 (C5), 129.0 (C40), 128.0 (C50),
117.8 (C3), 113.8 (C6), 113.0 (C4a), 100.5 (C8), 56.1 (CH3); HRMS
(ESI): m/z [MþH]þ calcd for C14H10ClN2O3, 289.03745; found
289.03678.
4.5.6. 3-(6-Chloropyridazin-3-yl)-8-methoxycoumarin (10f)
Brown solid; yield 65%; Rf ¼ 0.4 (50% EtOAc/hexane);
m.p. ¼ 230e231 C; 1H NMR (CDCl3): d ¼ 8.98 (s, 1H, H4), 8.61 (d,
1H, J ¼ 9.1 Hz, H40), 7.60 (d, 1H, J ¼ 9.1 Hz, H50), 7.34e7.23 (m, 2H,
H5, H6), 7.18 (dd, J ¼ 7.3, 2.1 Hz, H7), 4.01 (s, 3H, CH3); 13C NMR
(CDCl3): d¼ 159.6 (C2),156.3 (C60), 154.3 (C30), 147.1 (C8),144.4 (C4),
144.1 (C8a), 129.4 (C40), 128.1 (C50), 125.1 (C6), 121.8 (C3), 120.8 (C5),
119.8 (C4a), 115.0 (C7), 56.5 (CH3); HRMS (ESI): m/z [MþH]þ calcd
for C14H10ClN2O3, 289.03745; found 289.03759.
4.6. General procedure for the synthesis of compounds 11a-f
To a solution of compound 10a-f (0.10mmol) inmethanol (5mL)
was added a 25% wt. solution of NaOCH3 in methanol (0.15 mmol)
and the reaction mixture was stirred under reflux overnight. After
the solvent was removed, the residue was purified by column
chromatography on silica gel (20% EtOAc/hexane for 11a-c; 30%
EtOAc/hexane for 11d-f) to afford the desired compound.
4.6.1. 3-(6-Methoxypyridazin-3-yl)-6-methylcoumarin (11a)
White solid; yield 68%; Rf ¼ 0.3 (2:1 hexane/EtOAc);
m.p. ¼ 195e196 C; 1H NMR (CDCl3): d ¼ 8.78 (s, 1H, H4), 8.43 (d,
1H, J ¼ 9.3 Hz, H40), 7.43e7.37 (m, 2H, H5, H7), 7.29 (d, 1H,
J ¼ 8.3 Hz, H8), 7.05 (d, 1H, J ¼ 9.3 Hz, H50), 4.19 (s, 3H, CH3O), 2.44
(s, 3H, CH3); 13C NMR (CDCl3): d ¼ 164.8 (C60), 160.7 (C2), 152.4
(C8a), 151.3 (C30), 142.5 (C4), 134.8 (C6), 133.8 (C7), 130.2 (C40), 128.8
(C5), 122.8 (C3), 119.3 (C4a), 116.8 (C50), 116.4 (C8), 55.1 (CH3O), 21.0
(CH3); HRMS (ESI): m/z [MþH]þ calcd for C15H13N2O3, 269.09207;
found 269.09201.
4.6.2. 3-(6-Methoxypyridazin-3-yl)-7-methylcoumarin (11b)
White solid; yield 65%; Rf ¼ 0.3 (2:1 hexane/EtOAc);
m.p. ¼ 231e232 C; 1H NMR (CDCl3): d ¼ 8.80 (s, 1H, H4), 8.42 (d,
1H, J ¼ 9.3 Hz, H40), 7.52 (d, 1H, J ¼ 7.9 Hz, H5), 7.20 (s, 1H, H8), 7.15
(d, 1H, J¼ 7.9 Hz, H6), 7.05 (d, 1H, J¼ 9.3 Hz, H50), 4.19 (s, 3H, CH3O),
2.49 (s, 3H, CH3); 13C NMR (CDCl3): d¼ 164.7 (C60), 160.7 (C2), 154.4
(C8a), 151.3 (C30), 144.3 (C7),142.5 (C4),130.2 (C40), 128.9 (C5),126.3
(C6), 121.7 (C3), 117.2 (C4a), 116.8, 116.8, 55.0 (CH3O), 22.2 (CH3);
HRMS (ESI): m/z [MþH]þ calcd for C15H13N2O3, 269.09207; found
269.09201.
4.6.3. 3-(6-Methoxypyridazin-3-yl)-8-methylcoumarin (11c)
White solid; yield 81%; Rf ¼ 0.3 (2:1 hexane/EtOAc);
m.p. ¼ 169e170 C; 1H NMR (CDCl3): d ¼ 8.82 (s, 1H, H4), 8.44 (d,
1H, J¼ 9.3 Hz, H40), 7.48 (d,1H, J¼ 7.5 Hz, H5), 7.44 (d,1H, J¼ 7.5 Hz,
H7), 7.23 (t, 1H, J ¼ 7.5 Hz, H6), 7.06 (d, 1H, J ¼ 9.3 Hz, H50), 4.19 (s,
3H, CH3O), 2.51 (s, 3H, CH3); 13C NMR (CDCl3): d¼ 164.8 (C60), 160.7
(C2), 152.7 (C8a), 151.2 (C30), 142.9 (C4), 134.0 (C7), 130.2 (C40), 126.9
(C5), 126.2 (C8), 124.6 (C6), 122.6 (C3), 119.3 (C4a), 116.9 (C50), 55.1
(CH3O), 15.6 (CH3); HRMS (ESI): m/z [MþH]þ calcd for C15H13N2O3,
269.09207; found 269.09170.
4.6.4. 6-Methoxy-3-(6-methoxypyridazin-3-yl)coumarin (11d)
White solid; yield 68%; Rf ¼ 0.2 (2:1 hexane/EtOAc);
m.p. ¼ 179e180 C; 1H NMR (CDCl3): d ¼ 8.77 (s, 1H, H4), 8.43 (d,
1H, J ¼ 9.3 Hz, H40), 7.33 (d, 1H, J ¼ 9.1 Hz, H8), 7.17 (dd, J ¼ 9.1,
2.9 Hz, H7), 7.07e7.02 (m, 2H, H50, H5), 4.19 (s, 3H, 60-OCH3), 3.87 (s,
3H, 6-OCH3); 13C NMR (CDCl3): d ¼ 164.8 (C60), 160.6 (C2), 156.5
(C6),151.2 (C30), 148.8 (C8a), 142.3 (C4),130.3 (C40), 123.2 (C7),120.7
(C3), 119.9 (C4a), 117.7 (C8), 116.8 (C50), 110.7 (C5), 56.0 (6-OCH3),
55.1 (60-OCH3); HRMS (ESI): m/z [MþH]þ calcd for C15H13N2O4,
285.08698; found 285.08658.
4.6.5. 7-Methoxy-3-(6-methoxypyridazin-3-yl)coumarin (11e)
White solid; yield 66%; Rf ¼ 0.2 (2:1 hexane/EtOAc);
m.p. ¼ 224e225 C; 1H NMR (CDCl3): d ¼ 8.79 (s, 1H, H4), 8.41 (d,
1H, J ¼ 9.3 Hz, H40), 7.53 (d, 1H, J ¼ 8.6 Hz, H5), 7.03 (d, 1H,
J ¼ 9.3 Hz, H50), 6.90 (dd, 1H, J ¼ 8.6, 2.3 Hz, H6), 6.86 (d, 1H,
J ¼ 2.3 Hz, H8), 4.17 (s, 3H, 60-OCH3), 3.90 (s, 3H, 7-OCH3); 13C NMR
(CDCl3): d ¼ 164.6 (C60), 163.7 (C7), 160.8 (C2), 156.3 (C8a), 151.4
(C30), 142.6 (C4), 130.2 (C5), 130.0 (C40), 119.3 (C3), 116.8 (C50), 113.5
(C6), 113.3 (C4a), 100.5 (C8), 56.0 (7-OCH3), 55.0 (60-OCH3); HRMS
(ESI): m/z [MþH]þ calcd for C15H13N2O4, 285.08698; found
285.08693.
4.6.6. 8-Methoxy-3-(6-methoxypyridazin-3-yl)coumarin (11f)
White solid; yield 66%; Rf ¼ 0.2 (2:1 hexane/EtOAc);
m.p. ¼ 232e233 C; 1H NMR (CDCl3): d ¼ 8.82 (s, 1H, H4), 8.45 (d,
1H, J ¼ 9.3 Hz, H40), 7.32e7.19 (m, 2H, H5, H6), 7.14 (dd, 1H, J ¼ 7.8,
1.6 Hz, H7), 7.05 (d,1H, J¼ 9.3 Hz, H50), 4.19 (s, 3H, 60-OCH3), 4.00 (s,
3H, 8-OCH3); 13C NMR (CDCl3): d ¼ 164.7 (C60), 159.7 (C2), 150.9
(C30), 147.0 (C8), 143.8 (C8a), 142.6 (C4), 130.2 (C40), 124.7 (C6),122.9
(C3), 120.4 (C5), 120.0 (C4a), 116.9 (C50), 114.2 (C7), 56.3 (8-OCH3),
55.0 (60-OCH3); HRMS (ESI): m/z [MþH]þ calcd for C15H13N2O4,
285.08698; found 285.08644.
4.7. Determination of MAO isoforms activity
The effects of the target compounds on enzymatic activity of
hMAO isoforms were evaluated by a fluorimetric method and
following previously described protocols [12,13a]. Briefly, 0.1 mL of
sodium phosphate buffer (0.5 M, pH 7.4) containing the test drugs
(novel compounds and reference inhibitors), in various concen-
trations, and adequate amounts of recombinant hMAO-A or hMAO-
B required, adjusted to obtain in our experimental conditions the
same reaction velocity that in the control group, that is an oxidation
rate of 165 ± 2 pmol of p-tyramine/min (hMAO-A: 1.1 mg protein;
specific activity: 150 nmol of p-tyramine oxidized to p-hydrox-
yphenylacetaldehyde/min/mg protein; hMAO-B: 7.5 mg protein;
specific activity: 22 nmol of p-tyramine transformed/min/mg pro-
tein), were incubated for 15 min at 37 C in a flat-blackbottom 96-
well microtest™ plate, placed in the dark fluorimeter chamber.
After this incubation period, the reaction was started by adding
(final concentrations) 200 mM Amplex® Red reagent, 1 U/mL
horseradish peroxidase and 1 mM p-tyramine. The production of
H2O2 and, consequently, of resorufin was quantified at 37 C in a
multidetection microplate fluorescence reader (FLX800™, Bio-Tek®
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) based on the fluorescence
generated (excitation, 545 nm, emission, 590 nm) over a 15 min
period, in which the fluorescence increased linearly.
Control experiments were carried out simultaneously by
replacing the test drugs (new compounds and reference inhibitors)
with appropriate dilutions of the vehicles. In addition, the possible
ability of the above test drugs to modify the fluorescence generated
in the reaction mixture due to non-enzymatic inhibition (e.g., for
directly reacting with Amplex® Red reagent) was determined by
adding these drugs to solutions containing only the Amplex® Red
reagent in a sodium phosphate buffer.
The specific fluorescence emission (used to obtain the final re-
sults) was calculated after subtraction of the background activity,
whichwas determined fromvials containing all components except
the hMAO isoforms, which were replaced by a sodium phosphate
buffer solution.
MAO activity of the test compounds and reference inhibitors is
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expressed as IC50 values (concentration of each drug required to
produce a 50% decrease on the control value activity of the isoforms
MAO). These values were calculated by using the Origin 5.0 soft-
ware (Microcal Software Inc., Northampton, MA, USA), from the
equations of the lines obtained by linear regression (methods least
squares) of the resulting points to represent the log of the molar
concentration of the test compound (x axis) versus the percentage
inhibition of the control MAO activity achieved with corresponding
concentrations of each compound (y axis). This linear regression
was performed by using data obtained with 4e6 concentrations of
each test compound capable of inhibiting the control enzyme ac-
tivity of the MAO isoenzymes by between 20 and 80%. Also, the
[IC50(MAO-A)]/[IC50(MAO-B)] ratio was calculated as an indicator of
the rate of selectivity in the inhibition of both isoforms.
4.8. Reversibility
To evaluate whether compounds 9b and 9d are reversible or
irreversible hMAO-B inhibitors, a dilution method was used [18]. A
100X concentration of the enzyme used in the above described
experiments was incubated with a concentration of inhibitor
equivalent to 10-fold the IC50 value. After 30 min, the mixture was
diluted 100-fold into reaction buffer containing Amplex® Red re-
agent, horseradish peroxidase and p-tyramine and the reactionwas
monitored for 15 min, following the same procedure previously
described for MAO activity assay. Reversible inhibitors show linear
progress with a slope equal to z91% of the slope of the control
sample, whereas irreversible inhibition reaches only z9% of this
slope. Control tests were carried out by pre-incubating and diluting
the enzyme in the absence of inhibitor.
4.9. Molecular docking
Schr€odinger package [19] was used to carry out the docking
calculations. The co-crystallized hMAO-B structure (PDB code:
2V60) [20] bound to the coumarin 7-(3-chlorobenzyloxy)-4-
carboxaldehydecoumarin (c17) was selected for the docking. The
crystallized structure was pre-processed with the Protein Prepa-
ration Workflow available in the modeling package. This process
prepared the protein for the following docking steps and included
addition and optimization of hydrogens, cap termini addition,
optimization of protonation states of some residues, H-bond
network optimization, etc. Only a water molecule that establishes a
hydrogen bond between the co-crystallized coumarin and the
protein is retained in the pocket for the docking calculations. The
ligands database was pre-processed with the LigPrep module [19].
This module generated different tautomers, protonation states (pH
7.0 ± 2.0) and optimized the structure of each ligand.
A receptor grid was generated and centered in the co-
crystallized c17 coumarin (outer box ¼ 20 Å), with a van der
Waals scaling factor of 1.0 and a partial charge cut-off of 0.25.
Docking was carried out using the Standard Precision (SP) mode of
Glide [19]. The final pose was selected using the energetic param-
eter Emodel. Final binding modes were optimized along with the
protein pocket using Prime MM-GBSA [19]. Docking protocol was
previously validated through the root mean square deviation
(RMSD) between the theoretical poses and the co-crystallized
conformations of different ligands [20,21]. As an example the
RMSD for the co-crystallized coumarins in 2V60 and 2V61 [20] in
the current study are 0.56 and 1.30 respectively.
4.10. Citotoxicity
SH-SY5Y, a twice-subcloned cell line derived from the SK-N-SH
neuroblastoma cell line (ATCC CRL-2266) which is used widely in
experimental neurological studies such as neurotoxicity and neu-
roprotection, were grown and kept in culture as described else-
where [30].
For experiments SH-SY5Y cells (1.106/mL) were seeded in each
well of 96-well culture plate. After overnight incubation, solution of
compounds 9e11 in DMSO (1%) was added to the cells.
Cells treated with DMSO 1% were used as negative control. After
further incubation for 24 h, 3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium (MTT) assay was performed to measure cell
viability [26].
Briefly, 10% of MTT solution (5 mg/mL in PBS) was added to each
well. After incubation for 2 h at 37 C, MTT solution was removed
and 100 mL of DMSO was added to dissolve the crystals formed.
Then, absorbance at 540 nm was read using a microplate reader.
The percentage cell viability was calculated as [Absorbance (treat-
ment)/Absorbance (negative control)] 100%.
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3-Amidocoumarins as Potential Multifunctional Agents
against Neurodegenerative Diseases
Maria Jo¼o Matos,*[a] Fernanda Rodrguez-Enrquez,[b] Fernanda Borges,*[a]
Lourdes Santana,[c] Eugenio Uriarte,[c] Martn Estrada,[d] Mara Isabel Rodrguez-Franco,[d]
Reyes Laguna,[b] and Dolores ViÇa*[b]
Introduction
Neurodegenerative diseases (ND) are characterized by a de-
crease in the number of cells of certain neuronal populations,
and are clinically reflected by the appearance of specific symp-
toms, such as modification in the control and coordination of
movement in Parkinson’s disease (PD) or alterations in the lan-
guage and memory processes in Alzheimer’s disease (AD).[1]
Their chronic course produces a gradual but steady deteriora-
tion, the final step of which is death.[2] Because of this, as the
disease progresses, it erodes the quality of life for patients.[3]
Therefore, the development of effective neuroprotective thera-
pies that slow down or stop the disease’s progression at the
earliest stages is one of the main goals of researchers in this
area.[4]
At the cellular level, PD is related to excess production of re-
active oxygen species (ROS), to alterations in catecholamine
metabolism, to modifications in mitochondrial electron trans-
porter chain (METC) function, and to enhancement of iron dep-
osition in the substantia nigra pars compacta (SNpc).[5] The fail-
ure of normal cellular processes that occur in relation to aging
are also believed to contribute to the increased vulnerability of
dopaminergic neurons.[6] Although the precise mechanism cor-
responding to ROS generation related to PD is still unknown,
the major sources of oxidative stress generated by the dopa-
minergic neurons are dopamine metabolism, mitochondrial
dysfunction, and neuroinflammation.[7]
Metabolism of dopamine by monoamine oxidase (MAO)
yields hydrogen peroxide, an oxygen radical that leads to cyto-
toxicity through the peroxidation of lipid membranes. Selegi-
line and rasagiline, two selective MAO-B inhibitors, are current-
ly used to retard the symptoms in PD because they increase
dopamine levels and may exert neuroprotective effects. Inhibi-
tion of MAO-B decreases oxygen radical generation, although
new neuroprotective functions independent of MAO-inhibitory
activity have been reported for these drugs.[8] The occurrence
of oxidative stress in PD patients is supported by postmortem
studies and by preclinical studies showing the ability of oxidiz-
ing toxins to induce cell death in the SN.[9] Accordingly, antioxi-
dants such as tocopherol and ascorbate that scavenge free
radicals and other reactive species may have beneficial thera-
peutic effects in PD by preventing the onset of apoptosis and
Monoamine oxidase (MAO) generates reactive oxygen species
(ROS), which cause neuronal cell death, causing neurodegener-
ation. Agents that are able to concurrently inhibit MAO and
scavenge free radicals represent promising multifunctional
neuroprotective agents that could be used to delay or slow
the progression of neurodegenerative diseases. In this work,
variously substituted 3-amidocoumarins are described that
exert neuroprotection in vitro against hydrogen peroxide in rat
cortical neurons, as well as antioxidant activity in a 1,1-diphen-
yl-2-picrylhydrazyl (DPPH·) radical scavenging assay. Selective
and reversible inhibitors of the MAO-B isoform were identified.
Interestingly, in the case of the 3-benzamidocoumarins, substi-
tution at position 4 with a hydroxy group abolishes MAO-B ac-
tivity, but the compounds remain active in the neuroprotection
model. Further evaluation of 3-heteroarylamide derivatives in-
dicates that it is the nature of the heterocycle that determines
the neuroprotective effects. Evaluation in a parallel artificial
membrane permeability assay (PAMPA) highlighted the need
to further improve the blood–brain barrier permeability of this
compound class. However, the compounds described herein
adhere to Lipinski’s rule of five, suggesting that this novel scaf-
fold has desirable properties for the development of potential
drug candidates.
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neuronal degeneration of the dopaminergic nigrostriatal path-
way.[10] Nonetheless, all approved PD pharmacotherapies have
limited efficacy, do not prevent the progression of the disease,
and are associated with adverse motor and non-motor side ef-
fects.[11] Accordingly, there is an urgent need to develop novel
therapies that are superior to current therapies.
Throughout the history of medicine, nature has played a key
role as source of inspiration in the development of drugs with
important biological activities. Coumarins (2H-1-benzopyran-2-
one), common metabolites in plants that have also been de-
tected in microorganisms and animal sources,[12] have been the
focus of much interest owing to several pharmacological activi-
ties they display.[13] The specific pharmacological and biochemi-
cal properties and therapeutic applications of simple coumar-
ins depend on the substituents present on the core scaffold.[13]
Among the thousands of various coumarins present, some nat-
ural and synthetic versions have been evaluated against
a wide range of pharmacological targets of particular interest
in medicinal chemistry.[14] Coumarins have been found to act
as antioxidants and anti-inflammatory agents,[15] neuroprotec-
tive agents,[16,17] antidepressants,[18] anticonvulsants,[19] antibac-
terials,[20] antivirals,[21] anticancer agents,[22,23] anticoagulants,[24]
anti-hypertensives,[25] and enzyme inhibitors,[26–33] among other
activities. More recently it was found that simple coumarins,
usually substituted at positions 3, 4, 6, 7, or 8, have MAO inhib-
itory activities, making them an interesting option in the
search for new drugs for the treatment of ND.[27–33] In recent
years, simple coumarins substituted at positions 3 or 4 have
been described to exhibit activity as inhibitors of cholinesteras-
es (ChE), both acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholines-
terase (BuChE). The planarity and aromaticity of these deriva-
tives proved to be essential for activity. Substitution at posi-
tions 3 and 4 of the coumarin ring also afforded derivatives
found to be b-secretase 1 (BACE-1) inhibitors.[26,29] All these
properties encouraged us to study variously substituted cou-
marins as lead compounds with potential capacities as thera-
peutics to treat ND. In recent years our research group has
been studying 3-substituted coumarins with activity at differ-
ent targets involved in ND. The introduction of an amide
group as a linker between the coumarin skeleton and a phenyl
group at position 3 yielded coumarins with dual activity as
MAO and ChE inhibitors.[29] The introduction of hydroxy groups
enhanced the antioxidant properties of these compounds.[34]
Taking into account the background of our research group
(Figure 1)[28–33] and the knowledge that MAO activity generates
ROS that cause neuronal cell death, the present work provides
an overview on the potential of variously substituted 3-amido-
coumarins as multifunctional agents. They are able to selec-
tively inhibit MAO-B, scavenge free radicals and protect neuro-
nal cells from H2O2-mediated damage, representing a promising
multifunctional scaffold for the development of neuroprotec-
tive agents that could delay or slow the progression of ND.
Herein we describe our studies of the activities of 3-amidocou-
marins with amides introduced at position 3 and a hydroxy
group at position 4.
Results and Discussion
Chemistry
The studied derivatives were efficiently synthesized according
to the protocol outlined in Scheme 1. Coumarins 1–17 were
prepared by starting from commercially available 3-aminocou-
marin, or from 3-amino-4-hydroxycoumarin, which was pre-
pared by reduction of the commercially available 3-nitro-4-hy-
droxycoumarin in ethanol, using palladium on charcoal as a cat-
alyst, under an atmosphere of H2 for 5 h, with a yield of
90%.[35, 36] Acylation of the 3-aminocoumarins with the conven-
iently substituted acid chloride, using pyridine in dichlorome-
thane, from 0 8C to room temperature, afforded the variously
3-substituted coumarins 1–17 in yields between 80 and
90%.[32, 37–42] The reaction conditions and characterization of
the new compounds are detailed in the Experimental Section
below.
Pharmacology
MAO in vitro inhibition
Biological evaluation of the test drugs on human MAO (hMAO)
activity was investigated by measuring their effects on the pro-
duction of H2O2 from p-tyramine (a common substrate for
hMAO-A and hMAO-B), using the Amplex Red MAO assay kit
and microsomal MAO isoforms prepared from insect cells (BTI-
TN-5B1-4) infected with recombinant baculovirus containing
cDNA inserts for hMAO-A or hMAO-B.[43] The production of
H2O2 catalyzed by the two MAO isoforms can be detected
using 10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine (Amplex Red re-
agent), a non-fluorescent and highly sensitive probe that
reacts with H2O2 in the presence of horseradish peroxidase to
produce a fluorescent product: resorufin. New compounds and
reference inhibitors were unable to react directly with the
Amplex Red reagent, which indicates that these drugs do not
interfere with the measurements. On the other hand, under
the experimental conditions, hMAO-A displayed a Michaelis–
Figure 1. Rationale behind the design of the compounds studied in this
work.
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Menten constant (KM) equal to 457.1738.62 mm and a maxi-
mum reaction velocity (Vmax) in the control group of 185.67
12.06 (nmol p-tyramine min1) (mg protein)1, whereas hMAO-B
showed a KM value of 220.3332.80 mm and a Vmax of 24.32
1.97 (nmol p-tyramine min1) (mg protein)1 (n=5). Most com-
pounds tested were found to inhibit this enzymatic control ac-
tivity in a concentration-dependent manner. The experimental
IC50 results are listed in Table 1.
As shown in Table 1, many of the studied compounds dis-
played selective inhibitory activity against hMAO-B in the mi-
cromolar range, with compound 1 being the most active deriv-
ative of the series (IC50=0.76 mm). Regarding the 3-benzamido-
coumarins and comparing with previously published results,[29]
it was observed that the introduction of a hydroxy group at
position 4 of the coumarin scaffold generally resulted in a loss
of activity against hMAO-B, with derivatives 2–5, 7, and 9 lack-
ing this activity. In fact, from this series, only compound 6 pre-
sented hMAO-B inhibitory activity (IC50=36.91 mm). An identi-
cal response was observed with the 3-substituent as a heteroar-
ylamide group, with a hydroxy group at position 4. In general,
a decrease in (in the case of the thiophenyl derivative) or loss
of hMAO activity (in the case of the furanyl and pyridyl deriva-
tives) was observed. Moreover, the nature of the heterocycle
determined the activity, and compounds with a thiophene ring
in their structure (12 and 13) proved to be active against
hMAO-B (IC50: 2.27 and 15.50 mm, respectively), whereas those
with a furan ring (10 and 11) lack such activity. Compounds
bearing a pyridine ring (14 and 15) follow the general trend
observed for the hydroxylated compounds. Compound 14,
without a hydroxy group at position 4, displayed activity
against hMAO-B (IC50=21.11 mm), whereas compound 15, with
a hydroxy group at position 4, did not. For derivatives with an
amide function at position 3 linked to a cyclohexane group
(compounds 16 and 17), the in-
troduction of a hydroxy group at
position 4 was found to improve
activity against hMAO-B (IC50 :
49.96 and 22.47 mm, respective-
ly). This proved to be the only
case in which the introduction
of a hydroxy group at position 4




performed to evaluate the type
of inhibition effected by deriva-
tives 1, 12, 14, and 17 (Table 2).
These compounds were selected
based on their structure and ac-
tivity against hMAO-B. An effec-
tive dilution method was used,
and selegiline (irreversible inhibi-
tor) and isatin (reversible inhibi-
tor) were taken as standards.[44,45] hMAO-B inhibition was ob-
served to be reversible in the presence of all four of these
compounds with their degree of reversibility being lower than
that described for isatin (reversible reference compound).
Scheme 1. Reagents and conditions : a) H2, EtOH, Pd/C, RT, 5 h; b) pyridine, CH2Cl2, 0 8C!RT, overnight.
Table 1. In vitro hMAO-A and hMAO-B inhibitory activity of the synthe-




1 inact.[e] 0.760.05 >131.6[d]
6 inact.[e] 36.912.48 >2.7[d]
8 inact.[e] 19.001.27 >5.3[d]
10 inact.[e] ~100[f] –
11 inact.[e] ~100[f] –
12 inact.[e] 2.270.15 >44.1[d]
13 inact.[e] 15.501.04 >6.5[d]
14 inact.[e] 21.111.42 >4.7[d]
16 inact.[e] 49.963.35 >2.0[d]
17 inact.[e] 22.471.51 >4.5[d]
selegiline 67.251.02[c] 0.0190.001[3] 3539
rasagiline 16.440.85 0.0690.004 238
isatin inact.[e] 33.071.47 >3.0
[a] Values are the meanSEM of n=5 experiments; compounds 2–5, 7,
9, and 15 proved to be inactive toward both MAO-A and MAO-B at the
highest concentration tested (100 mm). [b] Selectivity index: MAO-B selec-
tivity ratios [IC50 (MAO-A)]/[IC50 (MAO-B)] for inhibitory effects of both new
compounds and reference inhibitors. [c] p<0.01 regarding the corre-
sponding IC50 value obtained against MAO-B, as determined by ANOVA/
Dunnett’s. [d] Values obtained under the assumption that the corre-
sponding IC50 value against MAO-A is >100 mm. [e] Inactive at 100 mm
(highest concentration tested). [f] 100 mm inhibits enzymatic activity by
~50–55%; at higher concentrations the compounds precipitate.
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Neuronal survival
Compounds 1–17 were studied in vitro to evaluate their neu-
roprotective potential along with their MAO activity and to
assess their effect on oxidative stress. First, to discard any pos-
sible cytotoxic effects of compounds 1–17 against rat cortical
neurons, cell viability was assessed after 24 h treatment with
the new compounds, each at 100 mm. The 3-(4,5-dimethylthia-
zol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay, which
detects cellular dehydrogenase activity, was used. Cells that
are metabolically impaired are less able to reduce MTT than
healthy cells. In comparison with control (1% DMSO), only
compounds 10 and 11 were found to induce a significant de-
crease in cell viability at 100 mm post-treatment, whereas the
rest of the test compounds were devoid of any cytotoxic activ-
ity (Figure 2A).
The neuroprotective effects of compounds 1–17 were then
assessed in cultured rat cortical neurons exposed to H2O2. Neu-
rons incubated with or without compounds 1–17 (100 mm)
were exposed to H2O2 (30 mm) at the same time point and in-
cubated for 24 h. The toxin-treatment group in the cell viability
assays showed a significant difference in the production of tox-
icity relative to those treated with DMSO alone. The results ob-
tained by studying the possible neuroprotective effects of our
new compounds against the effects of H2O2 in the cells are
shown in Figure 2B.
From the 3-benzamidocoumarins 1–9, the most promising
results against the effects of H2O2 (Figure 2B) corresponded, in
general, to derivatives with a hydroxy group at position 4 of
the coumarin scaffold and a single substituent at the para po-
sition of the benzamide at position 3 (compounds 3, 7, and 9).
In the case of 3-heteroarylamido- and 3-cyclohexanecarboxa-
midocoumarins 10–17, we observed that derivatives with a nic-
otinamide group at position 3 (compounds 14 and 15) exerted
a statistically significant level of neuroprotection, whereas
compounds were found to be inactive against H2O2 if the pyri-
dine ring was substituted for cyclohexane, thiophene, or furan.
Under these conditions, rasagiline (5 mm) did not display signif-
icant neuroprotection. In view of these results it is possible
that other mechanisms beyond MAO inhibition may be in-
volved in the neuroprotective activity of these derivatives.
Neuroprotection exerted by these compounds is concentra-
tion dependent. Therefore, a decrease in neuroprotection is
observed when cultured rat cortical neurons were exposed to
H2O2 but treated with compounds 1–17 at 10 mm. No signifi-
cant differences were found for neurons treated with any com-
pounds and exposed to H2O2 (Table 3).
DPPH· scavenging
Under normal conditions, free radicals are rapidly neutralized
in the mitochondria; over time, however, this neutralization be-
comes less effective, and dysfunction and even cell death
occurs. We studied the 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical
(DPPH·) scavenging activity of those compounds showing the
best neuroprotective effects in cells treated with H2O2 (com-
pounds 3, 7, 9, 14, and 15). As can be seen in Figure 3, most
of the studied compounds were able to scavenge free radicals,
with compounds 3 and 7 (100 mm) being the most active,
showing scavenging activity slightly higher than 50%. These
are also two of the best compounds in the series of 3-benza-
midocoumarins as neuroprotective agents against H2O2. In
Table 2. Reversibility results of hMAO-B inhibition studied for derivatives
1, 12, 14 and 17, and reference inhibitors.







[a] Values represent the meanSEM of n=3 experiments relative to con-
trol ; data show recovery of hMAO-B activity after dilution.
Figure 2. A) Cytotoxicity of compounds 1–17 (100 mm) against cortical neu-
rons, and B) neuroprotective effects of compounds 1–17 (100 mm) and rasa-
giline (ras; 5 mm) on cortical neurons treated with H2O2 and percentage of
living cells in cultures exposed to DMSO/H2O2 relative to cells exposed to
DMSO alone. Results are expressed as the meanSEM of at least five inde-
pendent experiments; *p<0.05, **p<0.001 versus the corresponding viabili-
ty obtained in the control group treated with DMSO (panel A) or H2O2 in ad-
dition to DMSO (panel B) ; #p<0.001 versus the group treated only with
DMSO.
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contrast, for the series of 3-nicotinamidocoumarins, com-
pounds 14 and 15, only if a hydroxy group is present at posi-
tion 4 (compound 15) is free radical scavenging activity ob-
served (~20%). Therefore, the presence of a hydroxy group, in
this specific case at position 4, seems to be crucial for neutrali-
zation of free radicals by these derivatives.
In vitro blood–brain barrier permeation
A fundamental requirement for any compound to act on neu-
rodegenerative processes is access to brain tissue, that is, to
be able to cross the blood–brain barrier (BBB). To examine the
capacity of our compounds to pass this barrier, we selected
compounds 3, 12, 14, and 15, some of the most active MAO
inhibitors and/or neuroprotective agents, for use in a parallel
artificial membrane permeation assay (PAMPA).[46] This is a rela-
tively easy and straightforward method to predict the passive
central nervous system (CNS) permeation, which had been pre-
viously optimized for application to investigated compounds
with limited aqueous solubility.[47–49] Experimental PAMPA re-
sults are listed in Table 4.
The capacity of the compounds to pass through a lipid ex-
tract of porcine brain were determined using a 70:30 mixture
of phosphate-buffered saline solution and ethanol (PBS/EtOH).
In each experiment 10 commercial drugs were also evaluated
for assay validation. A graphical representation of experimental
permeability versus reported values of such well-known drugs
gave a linear correlation: Pe (expt.)=0.72Pe (lit.)+6.70 (R
2=
0.80). From this equation and taking into account the de-
scribed limits for BBB permeation, we established that com-
pounds with permeability values >9.6106 cms1 could pen-
etrate into the CNS by passive diffusion (CNS+), whereas prod-
ucts with Pe<8.110
6 cms1 could not enter (CNS). Be-
tween these values, the CNS permeation was considered to be
uncertain (CNS+ /). Therefore, from the selected compounds,
compounds 12 and 14 (Pe : 44.210
6 and 20.2106 cms1,
respectively) would be able to cross the BBB and reach their
therapeutic targets. In addition, both compounds showed
higher Pe values than verapamil (Pe=14.810
6 cms1), which
is generally used as a standard of high permeability. In the
case of compound 15, passage through the BBB is unlikely
(Pe=9.310
6 cms1).
Theoretical evaluation of ADME-related physicochemical/
structural parameters
To better understand the overall properties and the drug-like
characteristics of compounds 1–17, the calculated lipophilicity
(expressed as the octanol/water partition coefficient, or clogP)
and theoretical predictions of other ADME properties (molecu-
lar weight, topological polar surface area (TPSA), number of hy-
drogen bond donors and acceptors, and molecular volume)
were carried out with Molinspiration software, and are present-
ed in the Supporting Information.[50,51] It is significant that all
the described derivatives possess clogP values compatible
with those required to cross membranes. Although the TPSA
(described to be a predictive indicator of membrane penetra-
tion) of selegiline differs greatly from the TPSA values deter-
mined for the studied compounds, all other predicted ADME
Table 3. Cell viability after treatment with compounds 1–17 at 10 and
100 mm.
Compd Viability [%]



















[a] p<0.05, [b] p<0.001 versus the corresponding viability obtained in
the control group treated with H2O2+DMSO. [c] No significant differences
observed with the control group (DMSO+H2O2).
Figure 3. DPPH· scavenging activity of coumarin derivatives 3, 7, 9, 14, 15,
and vitamin C (positive control).
Table 4. In vitro evaluation of CNS penetration (experimental permeabili-






15 9.30.1 CNS+ /
verapamil 14.80.1 CNS+
[a] Results are the mean of the experimental prediction SD of at least
three independent experiments.
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values were found to fall in the desirable range. In addition,
we observed no violations of Lipinski’s rules (re. molecular
weight, logP, number of hydrogen bond donors and accept-
ors). The studied compounds, as MAO inhibitors and neuropro-
tective agents, must pass various membranes to reach the
CNS. The obtained information supports the potential of these
derivatives as viable drug candidates. The theoretical informa-
tion obtained is partially in accordance with results of the ex-
perimental in vitro BBB permeation assay. The combination of
both experimental results and calculated values can aid in im-
proving our understanding of the drug likeness of this com-
pound series.
Conclusions
In this study, a general and efficient synthesis of a new series
of 3-amidocoumarins was developed, using an amidation reac-
tion as a key step. Determination of hMAO isoform activity was
carried out, and many of the compounds exhibited selectivity
for the hMAO-B isoform with activity in the nanomolar (com-
pound 1) or micromolar ranges (compounds 6, 8, 12–14, 16,
and 17). Neuroprotective effects against H2O2 were also stud-
ied. For the series of 3-benzamidocoumarins, the most promis-
ing results in cells treated with H2O2 generally corresponded to
derivatives with a substituent at the para position of the ben-
zamide ring, in addition to a hydroxy group at position 4 of
the coumarin scaffold (compounds 3, 7, and 9). For the series
of 3-heteroarylamidocoumarins, derivatives with a nicotinamide
group at position 3 of the coumarin scaffold (compounds 14
and 15) exerted the most notable neuroprotection. Most of
the selected derivatives exerting neuroprotection also showed
DPPH· scavenging activity (with the exception of compound
14, with no hydroxy groups on its structure). Additionally, the
prediction of BBB accessibility by PAMPA showed the potential
of this compound class to cross the BBB and to thus exert ac-
tivity in the CNS. From the four compounds studied in the
PAMPA, those without a hydroxy group at position 4 proved to
have a greater capacity to cross the BBB (compounds 12 and
14). Compound 15 was found partially able to cross biological
barriers. In addition, prediction of ADME-related physicochemi-
cal/structural parameters provided a preliminary indication of
the potential of this family of compounds as suitable mole-
cules for further development. These results encourage us to
further explore the potential of members of this chemical




Starting materials and reagents were obtained from commercial
suppliers and were used without further purification (Sigma–Al-
drich). Melting points (mp) are uncorrected and were determined
with a Reichert Kofler thermopan or in capillary tubes in a Bchi
510 apparatus. 1H NMR (300 MHz) and 13C NMR (75.4 MHz) spectra
were recorded with a Bruker AMX spectrometer using CDCl3 or
[D6]DMSO as solvent. Chemical shifts (d) are expressed in ppm
using TMS as an internal standard. Coupling constants (J) are ex-
pressed in Hz. Spin multiplicities are given as s (singlet), d (dou-
blet), dd (doublet of doublets), td (triplet of doublets), and m (mul-
tiplet). Mass spectrometry was carried out with a Hewlett–Packard
5972 MSD spectrometer. Elemental analyses were performed with
a PerkinElmer 240B microanalyzer and are within 0.4% of calculat-
ed values in all cases. Flash chromatography (FC) was performed
on silica gel (Merck 60, 230–400 mesh); analytical TLC was per-
formed on pre-coated silica gel plates (Merck 60 F254). Organic solu-
tions were dried over anhydrous Na2SO4. Concentration and evapo-
ration of the solvent after reaction or extraction was carried out on
a rotary evaporator (Bchi Rotavapor) operating at reduced pres-
sure. The analytical results showed >95% purity for all com-
pounds.
Preparation of the precursor 3-amino-4-hydroxycoumarin. The
commercially available 4-hydroxy-3-nitrocoumarin (2.5 mmol) was
dissolved in EtOH, and a catalytic amount of Pd/C was added to
the mixture. The solution was stirred at room temperature under
H2 atmosphere for 5 h. After completion of the reaction, the mix-
ture was filtered to remove the catalyst. The obtained crude prod-
uct was then purified by FC (hexane/EtOAc, 9:1) to give the de-
sired coumarin in 90% yield.
General procedure for the preparation of 3-amidocoumarins 1–
17. The 3-aminocoumarin (commercially available) or the 3-amino-
4-hydroxycoumarin (1 mmol) was dissolved in CH2Cl2 (9 mL). Pyri-
dine (1.1 mmol) was then added, and the mixture was cooled to
0 8C. Variously substituted acid chloride (1.1 mmol) was added
dropwise at this temperature, and the mixture was stirred over-
night at room temperature. The batch was evaporated and purified
by column chromatography (hexane/EtOAc, 9:1) to give the de-
sired compounds 1–17.
N-(4-Hydroxycoumarin-3-yl)-4’-methylbenzamide (3): white solid
(83% yield); Rf=0.26 (9:1, hexane/EtOAc); mp: 210–211 8C;
1H NMR
([D6]DMSO): d=2.49 (s, 3H, CH3), 7.31 (s, 1H, H-4), 7.37–7.44 (m,
4H, H-6, H-8, H-3’, H-5’) 7.64–7.70 (m, 1H, H-7), 7.89–7.92 (m, 3H,
H5, H-2’, H-6’), 9.47 (s, 1H, NH), 12.13 ppm (s, 1H, OH); 13C NMR
([D6]DMSO): d=21.0, 113.1, 116.2, 116.3, 123.7, 124.3, 128.1, 128.8,
130.9, 132.4, 141.7, 151.6, 159.3, 160.4, 166.4 ppm; MS m/z (%): 296
(6), 295 ([M+] , 29), 119 (100), 91 (30), 65 (10); Anal. calcd for
C17H13NO4: C 69.15, H 4.44, N 4.74, O 21.67, found: C 69.12, H 4.42,
N 4.77.
N-(4-Hydroxycoumarin-3-yl)-3’,4’-dimethoxybenzamide (5): white
solid (88% yield); Rf=0.25 (9:1, hexane/EtOAc); mp: 247–248 8C;
1H NMR ([D6]DMSO): d=3.82 (s, 6H, (CH3)2), 7.07 (d, J=8.3 Hz, 1H,
H-5’), 7.40–7.45 (m, 2H, H-6, H-8) 7.59–7.69 (m, 3H, H-2’, H-6’, H-7),
7.90 (d, J=7.8 Hz, 1H, H-5), 9.44 (s, 1H, NH), 12.20 ppm (s, 1H,
OH); 13C NMR ([D6]DMSO): d=56.3, 103.9, 111.5, 112.0, 116.9, 122.3,
124.3, 125.0, 126.6, 133.0, 148.8, 152.2, 152.4, 159.9, 161.1, 166.8;
DEPT 13C NMR ([D6]DMSO): d=56.3, 111.5, 112.0, 116.9, 122.3, 124.3,
125.0, 133.0 ppm; MS m/z (%): 342 (6), 341 ([M+] , 15), 323 (6), 165
(100), 121 (6), 92 (7), 77 (9); Anal. calcd for C18H15NO6: C 63.34, H
4.43, N 4.10, O 28.12, found: C 63.31, H 4.41, N 4.12.
N-(4-Hydroxycoumarin-3-yl)-3’,4’-dichlorobenzamide (8): white
solid (86% yield); Rf=0.22 (9:1, hexane/EtOAc); mp: 284–285 8C;
1H NMR ([D6]DMSO): d=7.37–7.44 (m, 2H, H-6, H-8), 7.64–7.70 (m,
1H, H-5’) 7.79–7.96 (m, 3H, H-6’, H-5, H-7), 8.24 (s, 1H, H-2’), 9.78
(s, 1H, NH), 12.24 ppm (s, 1H, OH); 13C NMR ([D6]DMSO): d=87.0,
116.5, 123.8, 123.9, 124.0, 124.5, 128.4, 130.1, 130.8, 131.3, 132.7,
134.5, 150.5, 151.5, 160.1, 163.2 ppm; MS m/z (%): 351 (54), 350
([M+] , 15), 349 (84), 333 (22), 331 (34), 175 (100), 174 (94), 147 (24),
145 (36), 121 (19), 111 (14), 109 (14), 85 (17), 71 (19), 69 (14), 65
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(14), 57 (19); Anal. calcd for C16H9Cl2NO4: C 54.88, H 2.59, Cl 20.25,
N 4.00, O 18.28, found: C 54.85, H 2.55, Cl 20.28, N 3.99.
N-(Coumarin-3-yl)furan-2-carboxamide (10): white solid (90%
yield); Rf=0.42 (9:1, hexane/EtOAc); mp: 183–184 8C;
1H NMR
(CDCl3): d=6.74 (dd, J=3.6, 1.8 Hz, 1H, H-4’), 7.34–7.58 (m, 4H, H-
5, H-6, H-8, H-5’), 7.77 (td, J=8.0, 1.4 Hz, 1H, H-7), 8.00 (dd, J=1.8,
0.8 hz, 1H, H-3’), 8.58 (s, 1H, H-4), 9.26 ppm (s, 1H, NH); 13C NMR
(CDCl3): d=112.1, 113.2, 115.7, 116.8, 122.9, 124.3, 126.2, 126.8,
127.7, 145.8, 146.5, 149.5, 155.3, 159.8 ppm; MS m/z (%): 256 (16),
255 ([M+] , 79), 227 (7), 132 (6), 95 (100), 77 (10); Anal. calcd for
C14H9NO4: C 65.88, H 3.55, N 5.49, O 25.07, found: C 65.87, H 3.56,
N 5.52.
N-(4-Hydroxycoumarin-3-yl)cyclohexanecarboxamide (17): white
solid (91% yield); Rf=0.27 (9:1, hexane/EtOAc); mp: 199–200 8C;
1H NMR (CDCl3): d=1.17–1.69 (m, 6H, (CH2)3), 1.75–2.06 (m, 4H,
(CH2)2), 2.30–2.55 (m, 1H, CH), 7.30–7.40 (m, 2H, H-6, H-8), 7.56 (td,
J=7.8, 1.7 Hz, 1H, H-7), 8.01 (dd, J=7.9, 1.7 Hz, 1H, H-5), 8.28 (s,
1H, NH), 13.87 ppm (s, 1H, OH); 13C NMR (CDCl3): d=25.4, 25.7,
29.7, 45.5, 104.7, 116.2, 117.2, 124.4, 124.7, 131.6, 150.5, 152.8,
161.2, 177.6 ppm; MS m/z (%): 288 (5), 287 ([M+] , 25), 177 (54), 121
(18), 111 (22), 83 (100), 55 (43); Anal. calcd for C16H17NO4: C 66.89,
H 5.96, N 4.88, O 22.27, found: C 66.91, H 5.99, N 4.85.
Pharmacological assays
Activity against MAO isoforms : The tested compounds were dis-
solved in DMSO (Sigma–Aldrich, Alcobendas, Madrid, Spain) to pre-
pare 10 mm stock solutions, which were kept in storage at 20 8C.
Percentage of DMSO used in the experiments was never >1%. Se-
legiline and rasagiline, used as reference inhibitors, were acquired
from Sigma–Aldrich (Alcobendas). Human recombinant MAO iso-
forms, used in the experiments, were also purchased from Sigma–
Aldrich (Alcobendas). Resorufin sodium salt, p-tyramine hydrochlo-
ride, sodium phosphate buffer, horseradish peroxidase and Amplex
Red reagent were supplied in the Amplex Red MAO assay kit (Mo-
lecular Probes Inc. , Eugene, OR, USA). Briefly, 0.1 mL of sodium
phosphate buffer (0.05m, pH 7.4) containing various concentra-
tions of the test drugs (new compounds or reference inhibitors)
and adequate amounts of recombinant hMAO-A or hMAO-B re-
quired and adjusted to obtain the same reaction velocity under
our experimental conditions, i.e. , to oxidize (in the control group)
the same concentration of substrate: 165 pmol of p-tyramine per
min (hMAO-A: 1.1 mg protein; specific activity: 150 nmol of p-tyra-
mine oxidized to p-hydroxyphenylacetaldehyde per min per mg
protein; hMAO-B: 7.5 mg protein; specific activity: 22 nmol of p-tyr-
amine transformed per min per mg protein) were incubated for
15 min at 37 8C in a flat black-bottom 96-well microtest plate,
placed in the dark fluorimeter chamber. After this incubation
period, the reaction was started by adding (final concentrations)
200 mm Amplex Red reagent, 1 UmL1 horseradish peroxidase, and
1 mm p-tyramine. The production of H2O2 and, consequently, of re-
sorufin was quantified at 37 8C in a multi-detection microplate fluo-
rescence reader (FLX800, Bio-Tek Instruments Inc. , Winooski, VT,
USA) based on the fluorescence generated (lex 545 nm,
lem 590 nm) over a 15 min period, in which the fluorescence in-
creased linearly.[43] Control experiments were carried out simultane-
ously by replacing the test drugs (new compounds and reference
inhibitors) with appropriate dilutions of the vehicles. In addition,
the possible capacity of the above test drugs to modify the fluo-
rescence generated in the reaction mixture due to non-enzymatic
inhibition (e.g. , by direct reaction with the Amplex Red reagent)
was determined by adding these drugs to solutions containing
only the Amplex Red reagent in a sodium phosphate buffer. To de-
termine the kinetic parameters of hMAO-A and hMAO-B (KM and
Vmax), the corresponding activity of both isoforms was evaluated
(under the experimental conditions described above) in the pres-
ence of a wide range of p-tyramine concentrations. The specific
fluorescence emission (used to obtain the final results) was calcu-
lated after subtraction of the background activity, which was deter-
mined from wells containing all components except the hMAO iso-
forms, which were replaced by a sodium phosphate buffer solu-
tion. Under our experimental conditions, this background activity
was practically negligible. MAO activity of the test compounds and
reference inhibitors is expressed as IC50, i.e. , the concentration of
each drug required to produce a 50% decrease in control value ac-
tivity for MAO isoforms.
Determination of inhibition mode : To evaluate whether compounds
1, 12, 14, and 17 are reversible or irreversible hMAO-B inhibitors,
a dilution method was used.[44] A 100 concentration of the
enzyme used in the above-described experiments was incubated
with a concentration of inhibitor equivalent to 10-fold its IC50
value. After 30 min, the mixture was diluted 100-fold into reaction
buffer containing Amplex Red reagent, horseradish peroxidase,
and p-tyramine, and the reaction was monitored for 15 min. Rever-
sible inhibitors show linear progress with a slope equal to ~91%
of the slope of the control sample, whereas irreversible inhibition
reaches only ~9% of this slope. Control tests were carried out by
pre-incubating and diluting the enzyme in the absence of inhibi-
tor.
Neuroprotective study : DMSO, phosphate-buffered saline (PBS,
pH 7.4), Hanks buffer, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-
zolium bromide (MTT), and H2O2 were acquired from Sigma–Al-
drich (Alcobendas). Poly-d-lysine, neurobasal medium, l-glutamine,
B-27, and fetal bovine serum (FBS) were acquired from Gibco/Invi-
trogen S.A. , Barcelona, Spain.
Primary culture of neurons and glia : Pregnant rats (19–20 days)
were euthanized by CO2 inhalation, and embryos were immediately
extracted from the womb by caesarean section, and their brains
were carefully dissected out. Meninges were removed, and a por-
tion of motor cortex was isolated after dissection of the brain.[26]
Fragments obtained from several embryos were subjected to me-
chanic disintegration. Neurobasal medium supplemented with 2%
B-27 (for cortical neurons) was used to seed the cells in 96-well
plates at a density of 100000 cells per mL. Neuronal cultures were
allowed to grow for 8–10 days in an incubator (Form Direct Heat
CO2, Thermo Electron Corporation, Madrid, Spain) under saturated
humidity at a partial pressure of 5% CO2 in air at 37 8C. Experi-
ments were conducted on female Wistar Kyoto (WKY) rats, ob-
tained from the rat colony maintained at the animal facilities of
our department. Rats were housed, cared for, and acclimatized
(before the experiments). All experiments were carried out in ac-
cordance with European regulations on the protection of animals
(Directive 2010/63/UE), the Spanish Real Decreto 53/2013 (1.Febru-
ary) and/or the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
as adopted and promulgated by the USA.
Determination of neuronal survival : Neuronal cultures were treated
with the compounds in the study at 100 mm (final DMSO concen-
tration 1%) or with studied compounds and H2O2 (30 mm) over
an incubation period of 24 h. H2O2 was used as reference neurotox-
ic agent for neurons. Cell viability was determined to gauge the
possible cytotoxicity of new compounds or their neuroprotective
effects against a pro-oxidant (H2O2) agent, by reducing MTT to for-
mazan via the mitochondria of viable cells. MTT (5 mgmL1 in
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Hanks buffer) was added to each well to a final concentration of
10%.[52] After incubating for 2 h at 37 8C, the medium was re-
moved, and formazan crystals formed were suspended in DMSO
(100 mLwell1). The production of formazan by viable cells was
quantified at 37 8C in an absorbance reader (Fluo-star Optima, BMG
LABTECH, Offenburg, Germany) by measuring the absorbance at
l 570 nm).[53,54] In addition, the possible capacity of the above test
drugs to modify the absorbance generated by reaction with MTT
was determined by adding these drugs to solutions containing
only MTT reagent in neurobasal medium.
Neutralization of free radicals : DMSO, DPPH·, l-ascorbic acid (vita-
min C), and EtOH were acquired from Sigma–Aldrich (Alcobendas).
The DPPH· radical scavenging activity of each compound was de-
termined as previously described, with minor modifications. The
DPPH· radical was dissolved in EtOH (100 mm) and 99 mL of the sol-
utions were transferred to each well of a 96-well microplate. Com-
pounds 3, 7, 9, 14, and 15 (1 mL, 100 mm, final concentration) in
EtOH were added to each well of a 96-well microplate, and the
mixtures were incubated at room temperature for 30 min. Vita-
min C (100 mm) was used as a positive control in the experiments.
The absorbance at 540 nm was measured using a microplate
reader. The radical-scavenging activity of each compound was esti-
mated by comparing the DPPH· absorbance value in the antioxi-
dant–radical reaction mixture after subtraction of the background
activity.[55–57]
In vitro blood–brain barrier permeation assay : Hydrocortisone, de-
sipramine, promazine, aldosterone, caffeine, ofloxacin, corticoster-
one, imipramine, testosterone, verapamil, piroxicam, lipid pig
brain, PBS (pH 7.4), and dodecane were purchased from Sigma–Al-
drich (Alcobendas) and Acros (Madrid, Spain). Prediction of the
brain penetration was evaluated using a PAMPA BBB assay, in
a manner similar to that described previously.[46–49] Pipetting was
performed with a semiautomatic pipetter (CyBi-SELMA), and UV
reading with a microplate spectrophotometer (Multiskan Spectrum,
Thermo Electron Co.). Millex filter units (PVDF membrane, diameter
25 mm, pore size 0.45 mm) were acquired from Millipore. The por-
cine brain lipid (PBL) was obtained from Avanti Polar Lipids. The
donor microplate was a 96-well filter plate (PVDF membrane, pore
size 0.45 mm), and the acceptor microplate was an indented 96-
well plate, both from Millipore. The acceptor 96-well microplate
was filled with 200 mL PBS/EtOH (70:30), and the filter surface of
the donor microplate was impregnated with 4 mL PBL in dodecane
(20 mgmL1). Compounds were dissolved in PBS/EtOH (70:30) at
10 mgmL1, filtered through a Millex filter, and then added to the
donor wells (200 mL). The donor filter plate was carefully placed on
the acceptor plate to form a sandwich, which was left undisturbed
for 240 min at 25 8C. After incubation, the donor plate was carefully
removed, and the concentration of compounds in the acceptor
wells was determined by UV/Vis spectroscopy. Every sample was
analyzed at five wavelengths, in four wells and in at least three in-
dependent runs, and the results are given as the mean  standard
deviation. In each experiment, 10 quality control standards of
known BBB permeability were included to validate the analysis set.
Theoretical evaluation of ADME properties : The absorption, distribu-
tion, metabolism, and excretion (ADME) properties of the studied
compounds were calculated using the Molinspiration software
package. LogP values were calculated using the methodology de-
veloped by Molinspiration as a sum of fragment-based contribu-
tions and correction factors.[50] TPSA was calculated based on the
methodology published by Ertl et al. as a sum of fragment contri-
butions.[58] Oxygen and nitrogen-centered polar fragments were
considered.[50] PSA has been shown to be a very good descriptor
for characterizing drug absorption, including intestinal absorption,
bioavailability, Caco-2 permeability, and blood–brain barrier pene-
tration. The method for calculation of molecular volume developed
at Molinspiration is based on group contributions. These were ob-
tained by fitting the sum of fragment contributions to ‘real’ three-
dimensional (3D) volume for a training set of ~12000 mostly drug-
like molecules; 3D molecular geometries for a training set were
fully optimized by the semi-empirical AM1 method.
Statistics : Results are expressed as the mean of at least three ex-
periments SEM or SD for blood–brain barrier permeation assay.
Statistically significant differences between two measurements (P<
0.05, P<0.01, or P<0.001) were determined by analysis of variance
(ANOVA) followed by the multiple comparison Dunnett’s test.
Graphical representation, statistical analysis, and calculation of IC50
values were performed with GraphPad Prism software (ver. 4.03,
San Diego, CA, USA).
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a b s t r a c t
In this study we synthesized and evaluated a new series of amino and nitro 3-arylcoumarins as hMAO-A
and hMAO-B inhibitors. Compounds 2, 3, 5 and 6 presented a better activity and selectivity profile against
the hMAO-B isoform (IC50 values between 2 and 6 nM) than selegiline. In general, the amino derivatives
(4–6) proved to be more selective against MAO-B than the nitro derivatives (1–3). Additionally, a theo-
retical study of some physicochemical properties, PAMPA and reversibility assays for the most potent
derivative, and molecular docking simulations were carried out to further explain the pharmacological
results, and to identify the hypothetical binding mode for the compounds inside the hMAO-B.
 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.
Neurodegeneration is a large class of chronic and progressive
nervous system biochemical processes based on constitutional
neuronal degeneration. The wrong regulation of these processes
leads to different neurodegenerative diseases (ND), such as
Alzheimer’s disease (AD), Parkinson’s disease (PD), amyotrophic
lateral sclerosis, and Huntington disease.1 Among them, AD and
PD are the most prevalent. The etiology of these diseases is not
completely known, but several risk factors have been identified,
including environmental factors, genetics, and age.1,2 Several
research hypotheses exist regarding the pathogenesis, including
different mechanisms that may be involved in the development
of the disease, such as oxidative stress, inflammation, excitotoxic-
ity, mitochondrial dysfunction and proteolytic stress.2 These
pathologies severely influence the life quality of the elderly.3
Therefore, studies in the area are continuously improving.
PD, the second most important ND, is characterized by loss of
dopaminergic neurons in the nigrostriatal pathway. These neurons
extend from the zona compacta of the substantia nigra (SNC) to the
striatum.3 The symptoms of PD, resting tremor, rigidity and brady-
kinesia, appear when about 80% of dopaminergic neurons have
been destroyed.4 In the 50s, dopamine (DA) was described as a
neurotransmitter, which showed low levels in the basal ganglia
in animal models of Parkinsonism. After the success of a placebo-
controlled trial, levodopa (LD) became an essential drug for the
treatment of PD.5 Even today the standard treatment of PD is the
combination of LD with inhibitors of peripheral dopa decarboxyl-
ase (DDC), to avoid the formation of DA in the periphery.5 LD is also
associated to inhibitors of the enzyme catechol-O-methyltransfer-
ase (COMT) and prevents the formation of 3-O-methyldopa
(3-OMD).6 Among other drugs that can be used to treat PD, selec-
tive inhibitors of monoamine oxidase B (MAO-B) play an important
role.7,8 MAO-B metabolizes approximately 80% of the DA in the
SNC, without affecting the serotonin or noradrenaline metabolism.
MAO is a flavin-containing enzyme bound to the mitochondrial
outer membrane of neuronal, glial, and other cells, which is
responsible for the oxidative deamination of endogenous mono-
amine neurotransmitters, trace amines, and a number of amine
xenobiotics.9 This enzyme exists in two distinct enzymatic iso-
forms, namely MAO-A and MAO-B encoded by different genes
and distributed in diverse tissues.10 Increased activity of MAO-A
and MAO-B is associated with loss of endogenous and exogenous
monoamine amounts.
An increase in MAO-B activity is also associated with gliosis,
which can result in high levels of hydrogen peroxide and oxidative
free radicals. Evidence exists that as aging progresses activity of
http://dx.doi.org/10.1016/j.bmcl.2014.12.001
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MAO-B in the brain increases, but not so for MAO-A.8 The largest
increases are in the basal ganglia and thalamus, followed by the
frontal cortex and, to a lesser extent, cerebellum and parietal and
temporal cortices.11
Some studies have demonstrated the preliminary dominance of
coumarin compounds in the treatment of AD and PD for improving
the elderly’s life quality. Coumarins represent an important family
of naturally occurring12 and/or synthetic oxygen-containing het-
erocycles, bearing a typical benzopyrone framework.13 Therefore,
coumarinic compounds are a class of lactones structurally con-
structed by a benzene ring fused a-pyrone ring, and essentially
possess p–p conjugated system with rich electron and good
charge-transport properties.14 The simplicity and versatility of
the coumarin scaffold make it an interesting starting-point for a
wide range of biological applications.15,16 Moreover, a significant
number of coumarin compounds are being actively developed as
medicinal candidates or drugs with strong pharmacological activ-
ity, low toxicity and fewer side-effects, lower drug resistance, high
bioavailability, broad spectrum and better curative effects, etc.17
Several efforts have been made mainly in developing coumarin-
based anticoagulant, antioxidant, antimicrobial (antiviral, anti-
fungal and antiparasitic), anticancer, antidiabetic, analgesic, anti-
neurodegenerative and anti-inflammatory agents.18–23 Nowadays,
some coumarins proved to be enzymatic inhibitory agents [MAO
inhibitors, acetylcholinesterase (AChE) inhibitors and butyrylcho-
linesterase (BuChE) inhibitors] with potential in ND.24–27 These
studies represent an important tendency in the coumarin’s chem-
istry and biological evaluation.28,29
Early literature reported that electron delocalization and polar-
izability as well as hydrophobicity were crucial physical factors for
MAO inhibitors.30 The fused coumarins with large conjugated sys-
tem demonstrated better MAO-B inhibitory activity than the refer-
ence compounds. Therefore, fused coumarins are also worthy of
further investigation as potential MAO-B inhibitors.31 Some inter-
esting structure-activity relationships were concluded from these
studies. Literature has also reported that some compounds with
acyl or benzyloxy substituted group linked to C-3 or C-7 position
at the coumarin ring possess the ability to improve inhibitory
activity and selectivity towards MAO-B.32
In addition, previous work has been done by our group modu-
lating the positions 3 and 6 of the coumarin ring with different
substituents.33,34 Our research group has reported, in several stud-
ies, the importance of the MAO inhibitory activity of different sub-
stituents on the phenyl ring at position 3 of the 3-arylcoumarins in
the PD.35–37 Comparative studies suggested that substitutions
(methoxy and methyl groups, and bromine atoms) at meta and
para positions of the 3-aryl group played an important role in
exerting the biological activity and selectivity against MAO-B. Sev-
eral compounds proved to be better than the reference compounds
selegiline and rasagiline. Other substitutions on this moiety that
can modulate also the activity and selectivity against MAO
enzymes were also studied by our group.38 Different substitutions
of the coumarin nucleus at 3-position result in different activity
and selectivity to MAO-B, also those derivatives with different het-
erocyclic rings in this position possess potency and selectivity
towards MAO-B.39
Therefore, almost all the studied derivatives might be consid-
ered as potential lead compounds for treating PD. Taking into
account this previous results, the introduction of nitro and amino
groups in the 3-aryl ring of 3-arylcoumarins seems to be of high
interest. A comparison between both substituents in different posi-
tions was performed in this new study. Docking calculations were
an important tool to support and better understand the results, and
also to the rational design of new derivatives.
6-Methyl-3-nitrophenylcoumarins 1–3 were synthesized
starting from the commercially available 5-methylsalicylaldehyde
and the respectively substituted 3-nitrophenylacetic acids by a
modified Perkin reaction, in good yields (70–80%). The amino-
derivatives 4–6 were obtained, in very good yield (92–97%), from
1 to 3, respectively, in a palladium/carbon catalyzed reaction
(Scheme 1).40–42
The biological evaluation of the test drugs on hMAO activity
was investigated by measuring their effects on the production of
H2O2 from p-tyramine (a common substrate for hMAO-A and
hMAO-B), using the Amplex Red MAO assay kit and microsomal
MAO isoforms prepared from insect cells (BTI-TN-5B1-4) infected
with recombinant baculovirus containing cDNA inserts for
hMAO-A or hMAO-B.43,44 New compounds and reference inhibitors
were unable to react directly with the Amplex Red reagent, which
indicates that these drugs do not interfere with the measurements.
On the other hand, in the experiments and under the experimental
conditions, hMAO-A displayed a Michaelis constant (Km) equal to
457.17 ± 38.62 lM and a maximum reaction velocity (Vmax) in
the control group of 185.67 ± 12.06 (nmol p-tyramine/min)/mg
protein, whereas hMAO-B showed a Km of 220.33 ± 32.80 lM and
Vmax of 24.32 ± 1.97 (nmol p-tyramine/min)/mg protein (n = 5).
Most tested compounds concentration-dependently inhibited this
enzymatic control activity (Table 1).
A basic condition of any compound to act on neurodegenerative
processes is to penetrate into the brain, that is, to be able to cross
the blood–brain barrier (BBB). To examine the capability of our
compounds to pass this barrier, we selected compound 3, the most
active, with a nitro group in the phenyl at 3-position, and used a
parallel artificial membrane model.27 This is a fairly easy and suc-
cessful method to predict the passive central nervous system (CNS)
permeation, which had been previously optimized in order to be
applied to investigational compounds with limited aqueous solu-
bility.45–47 The permeability of compounds 3 through a lipid
extract of porcine brain were determined using a mixture 70:30
of phosphate buffered saline solution and ethanol (PBS/EtOH). In
each experiment 10 commercial drugs were also evaluated for
assay validation. The graphic representation of experimental per-
meability versus reported values of such well-known drugs gave
a lineal correlation, Pe (exptl) = 0.69 Pe (bibl) + 6.61 (R2 = 0.812).
From this equation and taking into account the described
limits for BBB permeation, we established that compounds with
Scheme 1. Synthesis of 3-arylcoumarins. Reagents and conditions: (i) NaH, Ac2O, rt, 20 h; (ii) H2, Pd/C, ethanol, rt, 3 h.
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permeability values above 9.36106 cm s1 could penetrate into
the CNS by passive diffusion (CNS+), whereas products with Pe
below 7.98106 cm s1 could not enter (CNS). Between these
values, the CNS permeation was considered uncertain (CNS+/).
So, compound 3 (Pe = 10.5106 cm s1) would be able to cross
BBB and reach its therapeutic targets.48
In order to better understand the overall properties and the
drug-like characteristics of compounds 1–6, we carried out the cal-
culation with Molinspiration software of the lipophilicity
(expressed as the octanol/water partition coefficient and herein
called logP), and the theoretical prediction of other ADME proper-
ties (molecular weight, TPSA, number of hydrogen donors and
acceptors, and volume) (see Table 2).49–51
Reversibility experiments were performed to evaluate the type
of inhibition of derivative 3, the most active compound in the ser-
ies (Table 3). An effective dilution method was used,52,53 and seleg-
iline (irreversible inhibitor) and isatin (reversible inhibitor) were
taken are standards.54 Reversibility of the inhibition shown by
compound 3 is even higher than that shown for isatin.
We also performed molecular docking simulations in the
hMAO-B to detect the hypothetical binding mode for the 3-aryl-
coumarin derivatives 1-6 and explain their structure–activity rela-
tionship.55–57 We used a similar protocol to previous studies.58 We
docked the compounds to the crystallized hMAO-B protein struc-
ture (PDB:2V60)57 using Glide SP (Standard Precision mode).56 Five
poses for each compound were extracted from the docking. The
best pose was optimized using Prime MM-GBSA56 along with the
protein pocket (see Methods for a detailed description). To validate
our protocol we calculated the root mean square deviation (RMSD)
between the co-crystallized and the theoretical poses for the cou-
marins in 2V60 and 2V61.57 RMSD values were 0.82 and 1.15,
respectively.
As previous results for coumarin derivatives, the poses deter-
mined through molecular docking for the most of the studied com-
pounds placed the benzopyrone ring with the carbonyl group
oriented towards the bottom of the cavity. The methyl substituent
at position 6 is oriented towards the FAD cofactor whereas the 3-
aryl ring is placed in the hydrophobic entrance cavity. Compounds
also established a hydrogen bond between the carbonyl oxygen
and the residue Cys172. This described binding mode was found
for compounds 2–6, showing the preference for this type of mole-
cules to adopt the described conformation when interacting with
Table 1




Compd R IC50 hMAO-A (nM) IC50 hMAO-B (nM) S.I.b
1 20-NO2 * 5.52  103 ± 0.30  103 >18d
2 30-NO2 * 6.00 ± 0.40 >16,667d
3 40-NO2 4.18  103 ± 0.28  103c 2.10 ± 0.10 2090
4 20-NH2 * 2.17  103 ± 0.15  103 >46d
5 30-NH2 * 2.20 ± 0.13 >50,000d
6 40-NH2 * 4.10 ± 0.27 >25,000d
Selegiline — 67.25  103 ± 1.02  103c 19.60 ± 0.86 3431
Moclobemide — 361.38 ± 19.30 * <0.0036d
a Each IC50 value is the mean ± SEM from five experiments (n = 5).
b Selectivity index: MAO-B selectivity ratios [IC50 (MAO-A)]/[IC50 (MAO-B)] for inhibitory effects of both new compounds and reference inhibitors.
c p <0.01 regarding the corresponding IC50 obtained against MAO-B as determined by ANOVA/Dunnett’s.
d Values obtained under the assumption that the corresponding IC50 against either MAO-A or MAO-B is greater than 100 lM.
* Inactive at 100 lM (highest concentration tested).
Table 2
Structural properties of the 3-aryl-6-methylcoumarin derivatives 1–6, and the reference compounds.
Compd LogPa MWb (Da) TPSAc (Å2) nOHd nOHNHd Volumee (Å3)
1 4.07 281.27 76.04 5 0 239.89
2 4.10 281.27 76.04 5 0 239.89
3 4.12 281.27 76.04 5 0 239.89
4 3.60 251.28 56.23 3 2 227.84
5 3.21 251.28 56.23 3 2 227.84
6 3.24 251.28 56.23 3 2 227.84
Selegiline 2.64 187.29 3.24 1 0 202.64
Moclobemide 1.68 268.74 41.57 4 1 240.70
a LogP—expressed as the logarithm of octanol/water partition coefficient.
b MW—molecular weight.
c TPSA—topological polar surface area.
d Number of hydrogen bond acceptors (nOH) and donors (nOHNH).
e Molecular volume.
Table 3
Reversibility results of hMAO-B inhibition by derivative 3 and reference inhibitors
Compd Slope (AUF/t)a (%)
3 (2.5 nM) 79.98 ± 5.33
Selegiline (20 nM) 8.51 ± 0.60
Isatin (35 lM) 64.71 ± 4.32
a Percentage values represent the mean ± SEM of three experiments (n = 3) rel-
ative to control; data show recovery of hMAO-B activity after dilution.
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the protein. However, docking for compound 1 (ortho-nitro) did
not yield any poses as the one described. Figures 1 and 2 showed
the proposed binding mode extracted from the docking calcula-
tions for compounds 1–6. The different binding mode proposed
for the derivative 1 could be highly responsible for the loss of
hMAO-B activity. Leu171 showed lower van der Waals interactions
with compound 1, compared to compounds 2 and 3 with meta and
para substituents (Fig. 3a—Supplementary material). Residue
Coulomb contributions also showed a different profile between
compound 1 and compounds 2 and 3.
For instance, Phe168 and Tyr435 exhibited poor Coulomb
interaction energies with compound 1 whereas the residues
Glu84 and Pro102 showed higher Coulomb interaction energies
(Fig. 3b—Supplementary material).
Figure 2 shows the theoretical binding modes determined by
compounds 4–6 along with the important residues interacting
with the ligands. As an example, compound 5 establishes van der
Waals interactions mainly with the residues Tyr326, Ile199,
Leu171, Gln206, Cys172, Ile198, Phe168 and Ile316. Analysis of
the binding mode showed important Coulomb contributions for
residues Tyr326, Glu84 and Ile199. Compound 5 also showed a
hydrogen bond between the carbonyl oxygen and the residue
Cys172. Ligand conformation is also stabilized through different
H-arene interactions between the ligand and the residues
Leu171, Ile199 and Tyr326. However, in the comparison between
compounds 4–6, compound 4 (ortho-amino) is slightly shifted
towards the FAD cofactor (Fig. 2d). Although the ortho-amino could
establish a hydrogen bond with Tyr326, the pose determined for
compound 4 would cause the disruption of some H-arene interac-
tions, such as the interaction between the phenyl ring inTyr326
and the hydrogen at position 4 in the coumarin ring.
Moreover, compounds 4–6 had some differences in the van der
Waals and Coulomb energetic protein residue contributions.
Compound 4 (ortho-amino) showed a drastic loss of van der Waals
energy contribution with the residue Tyr326, compared to
compounds 5 and 6 with meta and para amino substituents
(Fig. 4a—Supplementary material). Moreover, lower van der Waals
contributions were captured in residues Leu171 and Cys172 for
compound 4. Coulomb interactions were also decreased for com-
pound 4 in residues Glu84 and Cys172. However, Gln206 and
Tyr326 exhibited more important electrostatic contributions in
the interaction between compound 4 and the hMAO-B protein
(Fig. 4b—Supplementary material). The amino substituent at ortho
position could cause a small displacement of the coumarin nucleus
with the consequent disruption of some stabilizer interactions
with the protein and decreasing hMAO-B activity.
As represented in Table 1, most of the studied compounds
showed a selective inhibitory activity against MAO-B in the nano-
molar or micromolar range. The amino derivatives (4–6) proved to
be slightly more selective against MAO-B than the nitro derivatives
(1–3). The lowest IC50 values were obtained for compounds 2, 3, 5
and 6 (meta and para derivative compounds), being the IC50 values
in the low nanomolar range. In particular, compound 5 proved to
be more than 9-fold more active and more than 12-fold more
selective than selegiline, used as reference compound. Compounds
1 and 4, with IC50 values on the micromolar range, present on their
structure a single substituent (NO2 or NH2, respectively) in ortho
position of the phenyl at position 3. These results are consistent
with those previously described for other 6-substituted-3-
phenylcoumarins for which it was observed that the presence of
substituents in ortho position produced a decrease in the MAO-B
inhibitory activity (36). Compound 3 was the only exception
observed for this series, presenting activity against the MAO-A
isoenzyme (IC50 MAO-A = 4.18 lM).
From the data presented in Table 2, it is significant that almost
all the derivatives described possess logP values compatible with
those required to cross membranes. TPSA, described to be a predic-
tive indicator of membrane penetration, was also found to be posi-
tive. In addition, it can be observed that no violations of Lipinski’s
rule (molecular weight, logP, number of hydrogen donors and
acceptors) were found. As MAO inhibitors have to pass different
membranes and reach the central nervous system, this information
supports the potential of these derivatives. In addition, parallel
artificial membrane permeation (PAMPA) assays were performed
for compound 3, the most active derivative of the series. This com-
pound proved to cross the BBB.
Compounds with meta and para substituents were well accom-
modated inside the hMAO-B protein pocket. The studied series
showed a hypothetical binding mode that orientates the coumarin
ring toward the FAD cofactor and the 3-aryl ring toward the
hydrophobic entrance cavity. Carbonyl in the coumarin ring is
placed in the bottom of the pocket and showed good availability
to establish a hydrogen bond with the residue Cys172. However,
the compounds with ortho substituents showed some differences





























Figure 1. Hypothetical binding mode extracted from docking calculations for
compound 1 (a), 2 (b) and 3(c). Hydrogen bonds between the compounds and the
residue Cys172 are highlighted in yellow. Main residues interacting with the
ligands are represented in tube.
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poses as the previously described showing a completely different
binding mode that could condition the interaction with the
hMAO-B. Moreover, although the pose shown by compound 4 is
similar to the respective poses in compounds 5 and 6, the ortho-
amino substituent established a hydrogen bond with the residue
Tyr326 but at the same time led to a displacement of the coumarin
nucleus towards the FAD and caused the disruption of some
stabilizing interactions with Tyr326, Leu171 and Cys172. Binding
conformations described in this article are in agreement with
previous studies.36,37,59,60
Most of the studied compounds presenting structure of 3-aryl-
coumarin 1–6 behaved as potent and selective MAO-B inhibitors
in vitro. These studies showed that para and meta derivatives of
both series inhibited the activity of hMAO-B in the low nanomolar
range, while ortho derivatives inhibited the activity of the same
enzyme in the micromolar range. Compound 3 and 5 (IC50 = 2.1
and 2.2 nM, respectively) proved to be the most actives of the ser-
ies, being 5 the most selective one (9-fold more active and 12-fold
more selective than selegiline, the reference compound). In gen-
eral, the amino derivatives proved to be more selective against
MAO-B than the nitro derivatives. Molecular docking studies were
performed to establish the nature of the interaction between the
studied compounds and hMAO enzymes, leading to a rationaliza-
tion of the experimental results for the synthesized series. Addi-
tionally, prediction of ADME-related physicochemical/structural
parameters provided a preliminary indication of the great potential
of this type of compounds to cross membranes and acting in the
CNS. PAMPA assay of one of the best compounds experimentally
corroborated these results. The global results encourage us to fur-
ther explore the potential of this family of derivatives as potential
lead candidates for the treatment of PD.
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42. Chemistry—General methods: Starting materials and reagents were obtained
from commercial suppliers and were used without further purification (Sigma–
Aldrich). Melting points (mp) are uncorrected and were determined with a
Reichert Kofler thermopan or in capillary tubes in a Büchi 510 apparatus. 1H
NMR (300 MHz) and 13C NMR (75.4 MHz) spectra were recorded with a Bruker
AMX spectrometer using DMSO-d6 or CDCl3 as solvent. Chemical shifts (d) are
expressed in ppm using TMS as an internal standard. Coupling constants (J) are
expressed in Hz. Spin multiplicities are given as s (singlet), d (doublet), and m
(multiplet). Mass spectrometry was carried out with a Hewlett-Packard-5972-
MSD spectrometer. Elemental analyses were performed with a PerkinElmer
240B microanalyzer and are within 0.4% of calculated values in all cases. Flash
chromatography (FC) was performed on silica gel (Merck 60, 230–400 mesh);
analytical TLC was performed on pre-coated silica gel plates (Merck 60 F254).
Organic solutions were dried over anhydrous Na2SO4. Concentration and
evaporation of the solvent after reaction or extraction was carried out on a
rotary evaporator (Büchi Rotavapor) operating at reduced pressure. The
analytical results showed >95% purity for all compounds.
General procedure for the synthesis of 6-methyl-3-nitrophenylcoumarins 1–3: To a
dry 100-mL round-bottomed flask, the ortho-hydroxy-5-methylbenzaldehyde
(42.5 mmol), the conveniently substituted nitrophenylacetic acid (42.5 mmol)
and acetic anhydride (40.1 mL, 0.43 mol) were added. Then, sodium hydride
(60% dispersion in mineral oil, 42.5 mmol) was added in small aliquots. After
the dissolution of the reagents, precipitation process was observed (2–5 min).
The reaction mixture was stirred for 20 h, and then water (7 mL) was added.
After the addition of acetic acid (43 mL), the mixture was cooled to 4 C for 4 h.
The resulting precipitate was filtered and washed with cold glacial acetic acid.
The acetic acid was then removed as an azeotrope upon addition of 250 mL
toluene and evaporated to dryness. The process was repeated three times. The
final residue was dried under vacuum and purified by FC (hexane/ethyl acetate
9:1) to give the products 1–3 as beige powders, in yields between 70–80%.
6-Methyl-3-(20-nitrophenyl)coumarin (1): Yield: 70%. Mp: 95–96 C. 1H NMR
(300 MHz; DMSO-d6): d = 2.39 (s, 3H, CH3), 7.21–7.23 (m, 1H, H-40), 7.31–7.37
(m, 2H, H-7, H-8), 7.39–7.48 (m, 3H, H-5, H-50 , H-60), 7.63 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H-
30), 7.75 (s, 1H, H-4). 13C RMN (75 MHz; DMSO-d6): d = 20.8, 116.4, 118.7,
123.7, 127.4, 127.8, 128.6, 130.1, 131.4, 132.9, 133.0, 134.2, 135.7, 142.5, 152.2,
160.9. DEPT (75 MHz; DMSO-d6): d = 20.8, 116.4, 127.4, 127.8, 130.1, 131.4,
132.9, 133.0, 142.5. MS (EI, 70 eV): m/z (%): 282 (14), 281 (M+, 72), 178 (14),
136 (23), 90 (18). Anal. Calcd for C16H11NO4: C, 68.32; H, 3.94. Found: C, 68.33;
H, 3.96.
6-Methyl-3-(30-nitrophenyl)coumarin (2): Yield: 74%. Mp: 96–97 C. 1H NMR
(300 MHz; DMSO-d6): d = 2.37 (s, 3H, CH3), 7.21 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-7, H-8),
7.50–7.56 (m, 2H, H-5, H-50), 7.87 (d, J = 6.5 Hz, 1H, H-60), 8.17 (s, 1H, H-4),
8.28–8.37 (m, 2H, H-20 , H-40). 13C NMR (75 MHz; DMSO-d6): d = 20.6, 122.6,
123.9, 125.1, 127.9, 130.2, 131.4, 136.4, 136.6, 136.8, 137.2, 148.1, 149.3, 170.2,
190.6. DEPT (75 MHz; DMSO-d6): d = 20.6, 122.6, 123.9, 125.1, 130.2, 131.4,
136.6, 137.2, 190.6. MS (EI, 70 eV): m/z (%): 282 (8), 281 (M+, 43), 253 (7), 235
(8), 178 (15), 163 (10), 136 (38), 90 (15). Anal. Elem. Calcd for C16H11NO4: C,
68.32; H, 3.94. Found: C, 68.38; H, 3.99.
6-Methyl-3-(40-nitrophenyl)coumarin (3): Yield: 80%. Mp: 100–101 C.20
General procedure for the synthesis of 3-aminophenyl-6-methylcoumarins 4–6:
The previously prepared 6-methyl-3-nitrophenylcoumarin (1, 2 or 3,
2.46 mmol) was dissolved in ethanol (5 mL) and a catalytic amount of Pd/C
was added to the mixture. The solution was stirred, at room temperature,
under a H2 atmosphere, for 3 h. After completion of the reaction, the mixture
was filtered to eliminate the catalyst. The obtained crude was then purified by
flash chromatography (hexane/ethyl acetate 9:1) to give the desired coumarin
4–6 as white solids in yields between 92% and 97%.
3-(20-Aminophenyl)-6-methyl-coumarin (4): Yield: 92%. Mp: 139–140 C.40
3-(30-Aminophenyl)-6-methyl-coumarin (5): Yield: 95%. Mp: 156–157 C. 1H
NMR (300 MHz; CDCl3): d = 2.48 (s, 3H, CH3), 3.98 (s, 2H, NH2), 7.32–7.35 (m,
1H, H-40), 7.32–7.40 (m, 2H, H-50 , H-60), 7.55–7.58 (m, 1H, H-7), 7.69–7.72 (m,
1H, H-8), 7.82 (s, 1H, H-20), 7.87–7.91 (m, 1H, H-5), 7.92 (s, 1H, H-4). 13C NMR
(75 MHz; CDCl3): d = 24.9, 116.3, 125.4, 127.2, 127.8, 129.9, 130.0, 130.1, 131.4,
131.7, 132.9, 134.2, 134.4, 140.5, 151.8, 191.9. DEPT (75 MHz; CDCl3): d = 24.9,
116.3, 127.2, 127.8, 129.9, 131.4, 131.7, 132.9, 140.5. MS (EI, 70 eV): m/z (%):
252 (18), 251 (M+, 90), 236 (90), 178 (18), 154 (19), 147 (21), 134 (58), 129
(25), 125 (18), 116 (20), 112 (37), 111 (29), 109 (17). Anal. Calcd for C16H13NO2:
C, 76.48; H, 5.21. Found: C, 76.39; H, 5.15.
3-(40-Aminophenyl)-6-methyl-coumarin (6): Yield: 97%. Mp: 191–192 C.41
43. Pharmacological assays—General methods: The tested compounds were
dissolved in DMSO (Sigma–Aldrich, Alcobendas, Madrid, Spain) to prepare
10 mM stock solutions which were kept for storage at 20 C. Percentage of
DMSO used in the experiments was never higher than 1%. Selegiline, used as
reference inhibitor, have been acquired from Sigma-Aldrich (Alcobendas,
Madrid, Spain). Moclobemide has been kindly provided by Hoffman-La Roche
Laboratories (Basel, Switzerland). Human recombinant MAO isoforms, used in
the experiments, was purchased from Sigma-Aldrich (Alcobendas, Madrid,
Spain). Resorufin sodium salt, p-tyramine hydrochloride, sodium phosphate
buffer, horseradish peroxidase and Amplex Red reagent has been supplied in
the assay kit of Amplex Red MAO Molecular Probes (Molecular Probes, Inc.,
Eugene, Oregon, USA).
Determination of MAO isoforms enzymatic activity: Briefly, 0.1 mL of sodium
phosphate buffer (0.05 M, pH 7.4) containing different concentrations of the
test drugs (new compounds or reference inhibitors) in various concentrations
and adequate amounts of recombinant hMAO-A or hMAO-B required and
adjusted to obtain in our experimental conditions the same reaction velocity,
that is, to oxidize (in the control group) the same concentration of substrate:
165 pmol of p-tyramine/min (hMAO-A: 1.1 lg protein; specific activity:
150 nmol of p-tyramine oxidized to p-hydroxyphenylacetaldehyde/min/mg
protein; hMAO-B: 7.5 lg protein; specific activity: 22 nmol of p-tyramine
transformed/min/mg protein) were incubated for 15 min at 37 C in a flat-
black-bottom 96-well microtest plate, placed in the dark fluorimeter chamber.
After this incubation period, the reaction was started by adding (final
concentrations) 200 lM Amplex Red reagent, 1 U/mL horseradish
peroxidase and 1 mM p-tyramine. The production of H2O2 and, consequently,
of resorufin was quantified at 37 C in a multidetection microplate
fluorescence reader (FLX800, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA)
based on the fluorescence generated (excitation, 545 nm, emission, 590 nm)
over a 15 min period, in which the fluorescence increased linearly.43 Control
experiments were carried out simultaneously by replacing the test drugs (new
compounds and reference inhibitors) with appropriate dilutions of the
vehicles. In addition, the possible capacity of the above test drugs to modify
the fluorescence generated in the reaction mixture due to non-enzymatic
inhibition (e.g., for directly reacting with Amplex Red reagent) was deter-
mined by adding these drugs to solutions containing only the Amplex Red
reagent in a sodium phosphate buffer. To determine the kinetic parameters of
hMAO-A and hMAO-B (Km and Vmax), the corresponding enzymatic activity of
both isoforms was evaluated (under the experimental conditions described
above) in the presence of a number (a wide range) of p-tyramine concentra-
tions. The specific fluorescence emission (used to obtain the final results) was
calculated after subtraction of the background activity, which was determined
from wells containing all components except the hMAO isoforms, which were
replaced by a sodium phosphate buffer solution. In our experimental condi-
tions, this background activity was practically negligible. MAO activity of the
test compounds and reference inhibitors is expressed as IC50, ie the concen-
tration of each drug required to produce a 50% decreased on control value
activity isoforms MAO.
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48. In vitro blood-brain barrier permeation assay: Prediction of the brain penetration
was evaluated using a PAMPA-BBB assay, in a similar manner as previously
described.27,45–47 Pipetting was performed with a semi-automatic robot
(CyBi-SELMA) and UV reading with a microplate spectrophotometer (Multis-
kan Spectrum, Thermo Electron Co.). Commercial drugs, phosphate buffered
saline solution at pH 7.4 (PBS), and dodecane were purchased from Sigma,
Aldrich, Acros, and Fluka. Millex filter units (PVDF membrane, diameter
25 mm, pore size 0.45 lm) were acquired from Millipore. The porcine brain
lipid (PBL) was obtained from Avanti Polar Lipids. The donor microplate was a
96-well filter plate (PVDF membrane, pore size 0.45 lm) and the acceptor
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microplate was an indented 96-well plate, both from Millipore. The acceptor
96 well microplate was filled with 200 lL of PBS/ethanol (70:30) and the filter
surface of the donor microplate was impregnated with 4 mL of PBL in dodecane
(20 mg mL1). Compounds were dissolved in PBS/ethanol (70:30) at
100 lg mL1, filtered through a Millex filter, and then added to the donor
wells (200 lL). The donor filter plate was carefully put on the acceptor plate to
form a sandwich, which was left undisturbed for 240 min at 25 C. After
incubation, the donor plate is carefully removed and the concentration of
compounds in the acceptor wells was determined by UV–vis spectroscopy.
Every sample is analyzed at five wavelengths, in four wells and at least in three
independent runs, and the results are given as the mean ± standard deviation.
In each experiment, 10 quality control standards of known BBB permeability
were included to validate the analysis set.
49. Theoretical evaluation of absorption, distribution, metabolism and excretion
properties: The absorption, distribution, metabolism and excretion (ADME)
properties of the studied compounds were calculated using the Molinspiration
property programme. LogP was calculated using the methodology developed
by Molinspiration as a sum of fragment-based contributions and correction
factors (48). Topological polar surface area (TPSA) was calculated based on the
methodology published by Ertl et al. as a sum of fragment contributions.
Oxygen and nitrogen-centred polar fragments were considered (48). Polar
surface area (PSA) has been shown to be a very good descriptor characterizing
drug absorption, including intestinal absorption, bioavailability, Caco-2
permeability and blood–brain barrier penetration. The method for
calculation of molecule volume developed at Molinspiration is based on
group contributions. These have been obtained by fitting the sum of fragment
contributions to ‘real’ threedimensional (3D) volume for a training set of about
12,000, mostly drug-like molecules. 3D molecular geometries for a training set
were fully optimized by the semi-empirical AM1 method.
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Interscience: Hoboken, 2005.
53. Determination of inhibition mode: To evaluate whether compounds 8, 14, and 15
are reversible or irreversible hMAO-B inhibitors, a dilution method was used.52
A 100 concentration of the enzyme used in the above described experiments
was incubated with a concentration of inhibitor equivalent to 10-fold its IC50
value. After 30 min, the mixture was diluted 100-fold into reaction buffer
containing Amplex Red reagent, horseradish peroxidase, and p-tyramine, and
the reaction was monitored for 15 min. Reversible inhibitors show linear
progress with a slope equal to91% of the slope of the control sample, whereas
irreversible inhibition reaches only 9% of this slope. Control tests were
carried out by pre-incubating and diluting the enzyme in the absence of
inhibitor.
54. Gerlach, M.; Riederer, P.; Youdim, M. B. Eur. J. Pharmacol. 1992, 226, 97.
55. Molecular docking calculations: We performed molecular docking simulations
using the Schrödinger package.56
Ligand preparation: Our dataset is made out of the coumarin derivatives 1–6
and the co-crystallized coumarins in 2V60 and 2V61 (PDB code)57 used to
validate the docking protocol. We used LigPrep module56 to generate possible
protonation states at pH 7.0 ± 2.0, possible tautomers, and optimized struc-
tures for all the ligands.
Protein preparation: We used the crystal structure of the hMAO-B (PDB:2V60)
to run the docking simulations. In 2V60 the protein is bound to the coumarin
derivative c17. We preprocessed the protein structure with the Protein
Preparation Wizard.56 In this step we assigned bond orders, added hydrogens,
created disulfide bonds, filled possible missing side chains, added cap termini,
deleted water molecules except the water that establishes a hydrogen bond
with the co-crystallized coumarin derivative c17 and optimized the H-bond
network, including reorientation of hydroxyl groups and optimization of the
protonation state of some residues.
Receptor grid: As a previous step to docking, we generated a receptor grid
centered in the coumarin derivative c17 with a length of 20 Å. The van der
Waals scaling factor was 1.0 with 0.25 as a partial charge cut-off.
Molecular docking procedure: We performed molecular docking simulations in
the hMAO-B using Glide Standard Precision level.56 For each ligand, five poses
were retained. The final pose selection was made based on the energy
score Emodel. Protein pocket and ligand poses were optimized using Prime
MM-GBSA.56
56. Schrödinger Package, Schrödinger, LLC, New York, NY, 2014. https://
www.schrodinger.com.
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